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RESUMEN  
El antígeno de activación leucocitario CD69 es un modulador negativo de la respuesta inmune 
inflamatoria, que inhibe la diferenciación y la función de las células TH17. Los ratones 
deficientes en CD69 muestran una inflamación exacerbada en los modelos animales de artritis 
inducida por colágeno, asma alérgico, dermatitis por contacto, miocarditis autoinmune y colitis. 
Dado que el equilibrio entre las células TH17 y Tregs es crítico para la regulación de la respuesta 
inmune, uno de los objetivos de esta tesis fue investigar el papel de CD69 en la diferenciación 
de las células Tregs naturales e inducibles en el modelo murino de CD69, así como en su 
capacidad para inducir tolerancia. De esta forma se ha observado que la expresión de CD69 es 
crítica tanto para la generación de las células nTreg en el timo como para la función supresora 
de las mismas, a través de la inducción de la secreción de IL-10. 
 
Por otro lado, los microRNAs (miRNAs) desempeñan un papel crítico en la regulación del 
sistema inmune, controlando la diferenciación y funciones inmunológicas de muchos tipos 
celulares. La expresión o función de los miRNAs se encuentra alterada en muchas enfermedades 
inflamatorias y cardiovasculares, por lo que constituyen una herramienta muy útil como 
biomarcadores y/o dianas terapéuticas. Numerosos trabajos relacionan las células TH17 y Tregs 
con enfermedades cardiovasculares, sin embargo, el papel de los miRNAs presentes en estas 
células está prácticamente inexplorado en estas patologías. Por ello, otro de los objetivos de esta 
tesis fue investigar la regulación de la expresión de miRNAs y sus dianas predictivas mediada 
por CD69 en los linfocitos CD4+ naive, TH17 y Treg, así como su papel en el modelo animal de 
miocarditis experimental autoinmune (EAM) y en pacientes con miocarditis y cardiomiopatías. 
Así se ha comprobado que CD69 regula diferencialmente la expresión de miR-721 en las células 
CD4+ naive, TH17 y Tregs. En el modelo de EAM, se ha encontrado que la expresión de miR-
721 en el suero y en el miocardio de los ratones se correlaciona con la severidad de la 
enfermedad, sugiriendo que CD69 podría controlar la respuesta pro-inflamatoria TH17 en la 
EAM mediante la regulación de miR-721. En línea con estas observaciones, también se ha 
descrito que los porcentajes de linfocitos T CD4+, TH17 y Treg en sangre están alterados en los 
pacientes con miocarditis y cardiomiopatías dilatadas y que los niveles de expresión de miR-721 
en el plasma de los pacientes están muy aumentados respecto a los niveles normales de los 
individuos sanos.  
 
Todos estos datos corroboran el papel de CD69 como modulador negativo de la respuesta 
inmune inflamatoria y señalan un nuevo rol de CD69 en el control de la respuesta pro-
inflamatoria TH17 en la miocarditis mediante la regulación del microRNA miR-721.  
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SUMMARY 
The leukocyte activation antigen CD69 is a negative modulator of the inflammatory immune 
response that inhibits the differentiation and function of TH17 cells. CD69 deficient mice show 
an exacerbated inflammation in animal models of collagen-induced arthritis, allergic asthma, 
contact dermatitis, autoimmune myocarditis, and colitis. Since the balance between Tregs and 
TH17 is critical for the regulation of the immune response, one of the objectives of this thesis 
was to investigate the role of CD69 in the differentiation of natural and inducible Tregs in the 
murine model of CD69, as well as its capacity to induce tolerance. Thus it has been observed 
that expression of CD69 is critical to both the generation of nTreg cells in the thymus and their 
suppressor capacity, through the induction of IL-10 secretion.  
 
On the other hand, microRNAs (miRNAs) play a critical role in regulating the immune system, 
controlling differentiation and immune functions of many cell types. The expression or function 
of miRNAs are altered in many inflammatory and cardiovascular diseases, which are a very 
useful tool as biomarkers and/or therapeutic targets. Numerous articles relate TH17 and Tregs 
with cardiovascular diseases, however, the role of miRNAs present in these cells is largely 
overlooked in these pathologies. Therefore, another objective of this thesis was to investigate 
the regulation of the expression of miRNAs and their predictive targets mediated CD69 in CD4+ 
naive, TH17 and Treg cells and their role in the animal model of experimental autoimmune 
myocarditis (EAM) and in patients with myocarditis and cardiomyopathies. Thus it has been 
found that CD69 differentially regulates expression of miR-721 in CD4+ naive, TH17 and Tregs. 
In the model of EAM, it has been found that the expression of miR-721 in serum and 
myocardium of mice correlates with disease severity, suggesting that CD69 could control TH17 
pro-inflammatory response in the EAM by the regulation of miR-721. In line with these 
observations, it has also been described that the percentages of CD4+, TH17 and Treg 
lymphocytes in blood are altered in patients with myocarditis and dilated cardiomyopathies and 
expression levels of miR-721 in the plasma of patients are greatly increased over normal levels 
of healthy individuals.  
 
All these data support the role of CD69 as a negative modulator of the immune response and 
point at a new role of CD69 in the control of pro-inflammatory TH17 response in myocarditis by 
regulating the microRNA miR-721. 
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Algunas de las abreviaturas utilizadas corresponden a definiciones en inglés y se han mantenido 
para conservar la nomenclatura estándar. 
 
AHR: receptor de aril-hidrocarburos (Aryl Hydrocarbon Receptor) 
ANOVA: análisis de la varianza (ANalysis Of Variance) 
APCs: células presentadoras de antígenos (Antigen-Presenting Cells) 
CD122: cadena β del receptor de la IL-2 
CD127: cadena α del receptor de la IL-7 
CD25: cadena α del receptor de la IL-2 
CD4SP: células CD4+ simples positivas 
CD69KO: células o ratones deficientes en CD69 
CFA: Complete Freund’s Adjuvant 
CHS: hipersensibilidad por contacto (Contact Hypersensitivity) 
CIA: artritis inducida por colágeno (Collagen-Induced Arthritis) 
CTLA-4: antígeno-4 asociado al linfocito T citotóxico (Cytotoxic T Lymphocyte Antigen-4) 
CTLD: dominio de lectina tipo C (C-Type Lectin-like Domain)  
CVB3: virus Coxsackie B3 
DCM: cardiomiopatía dilatada inflamatoria (Dilated CardioMyopathy) 
DCs: células dendríticas (Dendritic Cells) 
EAE: encefalomielitis autoinmune experimental (ExperimentalAutoimmune Encephalomyelitis) 
EAM: miocarditis experimental autoinmune (Experimental Autoimmune Myocarditis) 
ELISA: Enzyme Linked Immuno Sorbent Asssay 
ER: receptor de estrógeno (Estrogen Receptor) 
FICZ: 6-formylindolo [3,2-b] carbazol 
FMT: Tomografía Molecular de Fluorescencia (Fluorescence Molecular Tomography) 
FoxP3: Forkhead box Protein 3 
FTOC: cultivo organotípico de timos fetales (Fetal Thymus Organ Culture) 
GITR: receptor de TNF-α inducido por glucocorticoides (Glucocorticoid-Induced TNF 
Receptor) 
GVHD: enfermedad de injerto contra huésped (Graft-Versus-Host-Disease) 
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HDL: lipoproteínas de alta densidad (High Density Lipoprotein) 
HF-REF: insuficiencia cardíaca con fracción de eyección reducida (Heart Failure-Reduced 
Ejection Fraction) 
HIF1-α: factor-1 alfa inducible por hipoxia (Hypoxia-Inducible Factor 1 alpha) 
IDO: indoleamina 2, 3-dioxigenasa 
IFN-γ: interferón-gamma 
IL: interleuquina 
IPEX: Inmunodeficiencia, Poliendocrinopatía, Enteropatía, ligado al cromosoma X 
IRF-4: factor regulador del interferón 4 (Interferon Regulatory Factor 4) 
ITE: ácido 2-(1´H-indol-3-carbonil)-tiazol-4-carboxílico 
ITK: quinasa de células T inducible por IL-2 (Interleukin-2-inducible T-cell Kinase) 
iTreg: linfocitos T reguladores inducibles 
mAb: anticuerpos monoclonales (monoclonal Antibodies) 
MHC: complejo principal de histocompatibilidad (Major Histocompatibility Complex) 
miRISC: complejo de silenciamiento inducido por miRNA (miRNA-Induced Silencing 
Complex) 
miRNA: microRNA 
mRNA: RNA mensajero 
MyHC-α: cadena pesada de la miosina-α cardiaca (alpha-Myosin Heavy Chain)  
myomiRs: microRNAs específicos del músculo 
NF-κB: factor nuclear kappa beta 
NKs: células Natural Killer 
nTreg: linfocitos T reguladores naturales 
PBMCs: células mononucleares de sangre periférica (Peripheral Blood Mononuclear Cells) 
PHA: fitohemaglutinina (Phytohemaglutinin) 
PKC: proteína quinasa C (Protein Kinase C) 
RA: ácido retinoico (Retinoic Acid) 
RORα: receptor nuclear huérfano relacionado con el ácido retinoico alfa (RAR-Related Orphan 
Receptor alpha) 
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RORγt: factor de transcripción nuclear huérfano relacionado con el ácido retinoico gamma t 
(Retinoic Acic-Related Orphan Receptor gamma t) 
Runx1: factor de transcripción relacionado con Runt 1 (Runt-related transcription factor 1) 
S1P1: receptor de la esfingosina 1-fosfato 1 (Sphingosine-1-phosphate receptor 1) 
SDS: dodecilsulfato sódico 
SOCS: supresores de señalización de citoquinas (Suppressors Of Cytokine Signaling) 
STATs: transductores de señal y activadores de la transcripción (Signal Transducers and 
Activators of Transcription) 
T3H: timidina tritiada 
TCDD: 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina 
TCR: receptor de los linfocitos T (T Cell Receptor) 
TGF-β: factor de crecimiento transformante beta 
TH: linfocitos T colaboradores (T helper) 
TLR: Toll Like Receptor 
TNF: factor de necrosis tumoral (Tumor Necrosis Factor) 
Tr1: células T reguladoras tipo 1 
Treg: linfocitos T reguladores 
UTR: región sin traducir (UnTranslated Region) 
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1) Las respuestas inmunes 
La respuesta inmune es la reacción coordinada llevada a cabo por el sistema inmune como 
mecanismo de defensa frente a agentes extraños tales como microorganismos, macromoléculas 
o pequeños compuestos químicos.  
 
Una molécula capaz de desencadenar la producción de anticuerpos se denomina antígeno. El 
sistema inmune actúa a través de dos tipos diferentes de respuestas o estrategias frente a los 
antígenos: la respuesta inmune innata y la respuesta inmune adaptativa. La inmunidad innata 
está constituida por mecanismos capaces de establecer respuestas rápidas a los microorganismos 
y representan la primera línea defensa del organismo. En contraposición existen mecanismos de 
defensa mucho más evolucionados que son activados tras la exposición a agentes infecciosos, y 
cuya intensidad y capacidad defensiva aumentan con la exposición subsiguiente a un 
determinado microorganismo. La inmunidad adaptativa consta de dos tipos de respuesta, la 
inmunidad humoral y la inmunidad celular. La inmunidad humoral está mediada por los 
anticuerpos, unas proteínas producidas por los linfocitos B que reconocen los antígenos 
microbianos, neutralizan la patogeneidad de los microorganismos y los marcan como una diana 
para su eliminación. Mientras que la inmunidad humoral se encarga de la defensa contra los 
patógenos extracelulares, las infecciones intracelulares quedan a cargo de la inmunidad celular y 
por tanto, de los linfocitos T (Flajnik and Du Pasquier, 2004). 
 
Las respuestas inmunitarias adaptativas constan de varias fases: el reconocimiento del antígeno, 
la activación de los linfocitos y la eliminación del antígeno o fase efectora. Para que los 
linfocitos T vírgenes (linfocitos T maduros que aún no han sido activados) puedan reconocer un 
antígeno, necesitan que éste sea presentado por las células presentadoras de antígenos (APCs, 
Antigen-Presenting Cells). Las APCs residen en la mayoría de órganos y tejidos de los 
organismos superiores y cuando entran en contacto con un agente exógeno lo fagocitan y 
procesan sus proteínas de manera que péptidos concretos son expuestos en su superficie unidos 
al complejo principal de histocompatibilidad (MHC, Major Histocompatibility Complex). Las 
APCs migran a los ganglios linfáticos, donde presentan el complejo MHC-antígeno que es 
reconocido por el receptor de los linfocitos T (TCR, T Cell Receptor) expresado por los mismos. 
El reconocimiento antigénico por el TCR desencadena una extensa vía de señalización 
intracelular que desencadena la activación de la célula T. Los linfocitos T activados inician una 
respuesta inmune sintetizando y secretando citoquinas/quimioquinas/receptores de membrana 
efectores (inhibidores, activadores, costimuladores), etc. que estimulan el crecimiento y la 
diferenciación de los propios linfocitos y de otras células efectoras (Silverstein, 2003).  
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Los linfocitos T se subdividen en varias poblaciones funcionalmente diferentes, de las cuales las 
mejor definidas son las células CD8+ citotóxicas y las células CD4+ colaboradoras (TH, T 
helper). Las células T citotóxicas realizan su función defensiva eliminando las células que 
presentan antígenos extraños, como las células infectadas por virus u otros microorganismos 
intracelulares. Por su parte, las células T colaboradoras proporcionan una importante conexión 
entre la inmunidad adaptativa y los mecanismos efectores de la inmunidad innata, promoviendo 
la proliferación y diferenciación de otros linfocitos, y activando y reclutando células de la 
respuesta inmune innata (Silverstein, 2003). 
  
2) Los linfocitos colaboradores TH17  
La naturaleza y modo de presentación de un determinado antígeno hace que, al ser reconocido 
por su TCR homólogo, la célula T virgen se diferencie hacia célula T reguladora o 
colaboradora. Tras el descubrimiento de la existencia de dos poblaciones distintas de células T 
colaboradoras (Tada et al., 1978), en 1986 Mosmann y Coffman caracterizaron por primera vez 
las poblaciones de células TH1 y TH2 atendiendo al patrón de citoquinas que producen después 
del reconocimiento antigénico (Mosmann et al., 1986). Las células TH1 producen, entre otras 
citoquinas, interferón-gamma (IFN-γ), activan a los macrófagos y son esenciales en la 
inmunidad celular y contra microorganismos intracelulares. Las células TH2 secretan 
interleuquina (IL)-4, IL-5 e IL-13, entre otras citoquinas,  reclutan eosinófilos a los sitios de 
inflamación y median la inmunidad humoral contra patógenos extracelulares y en las respuestas 
alérgicas (Zhou et al., 2009). Más recientemente, el hallazgo de una nueva población de células 
T que producían preferentemente IL-17, y no IFN-γ ni IL-4, dio lugar a la inclusión de un nuevo 
tipo de célula T efectora: las células TH17 (Harrington et al., 2005; Park et al., 2005; Yao et al., 
1995). Además de secretar IL-17 (también llamada IL-17A), las células TH17 producen IL-17F, 
IL-21 e IL-22, activan a los neutrófilos y desempeñan un papel crucial tanto en la protección 
contra agentes infecciosos, como en la inflamación crónica y en la autoinmunidad (Fig. 1).  
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Figura 1. Modelo de diferenciación de una célula T CD4+ virgen en las distintas 
subpoblaciones de linfocitos T colaboradores (TH, T helper) o T reguladores (Treg). Cuando 
una célula presentadora de antígenos (APC) activa una célula T CD4+ virgen, ésta puede 
diferenciarse en los distintos tipos de linfocitos T efectores o en linfocitos T reguladores, en 
función de las citoquinas presentes. Cada población está caracterizada por los factores de 
transcripción que expresan y el patrón de citoquinas que secretan. Figura modificada de O’Shea et 
al., 2010 (O'Shea and Paul, 2010). 
 
 
2.1. Origen y diferenciación de los linfocitos TH17 
La combinación del factor de crecimiento transformante β (TGF-β) y la interleuquina-6 inducen 
la diferenciación de una célula T vírgen en una célula TH17 (Bettelli et al., 2006; Mangan et al., 
2006; Veldhoen et al., 2006). Este descubrimiento parecía contradecir la función 
inmunosupresora de TGF-β conocida hasta el momento: cuando una célula T virgen se expone a 
TGF-β expresa el factor de transcripción FoxP3 (Forkhead box P3) y se diferencia a célula T 
reguladora, un tipo celular que suprime la inflamación e inhibe la autoinmunidad (Li et al., 
2006). Sin embargo, se ha demostrado que la IL-6 es un potente inhibidor de la diferenciación 
hacia célula T reguladora inducida por el TGF-β (Bettelli et al., 2006). Y no sólo suprime la 
generación de las Treg, sino que junto con el TGF-β, la IL-6 fuerza a las células T a expresar 
IL-17 y a diferenciarse en TH17. Así ambas poblaciones son capaces de transdiferenciarse 
mutuamente: el TGF-β induce la generación de Treg, mientras que la IL-6 cambia el programa 
transcripcional iniciado por el TGF-β para inducir la diferenciación hacia TH17 (Miossec et al., 
2009). 
 
La IL-23 es una citoquina producida mayormente por las células dendríticas y los macrófagos 
que junto con el TGF-β puede amplificar la diferenciación de las células TH17 (Korn et al., 
2007; Nurieva et al., 2007; Zhou et al., 2007). De hecho, en ausencia de IL-23 la expansión y 
supervivencia de las células TH17 es incompleta.  
 
El principal descubrimiento por el que se considera a estas células como un tipo diferente de 
células T CD4 colaboradora es porque las células TH17 son dependientes de la expresión del 
factor de transcripción nuclear huérfano relacionado con el ácido retinoico γt (RORγt, Retinoic 
Acic-Related Orphan Receptor gamma t) (Ivanov et al., 2006), que induce la transcripción del 
gen IL-17 (entre otros) en las células T CD4+ vírgenes y es requerido para el desarrollo de las 
células productoras de IL-17 en presencia de IL-6 y TGF-β (Zhou et al., 2008). RORγt necesita 
actuar en cooperación con otros factores de transcripción como el receptor nuclear huérfano 
relacionado con el ácido retinoico α (RORα, RAR-Related Orphan Receptor alpha), 
el transductor de señal y activador de la transcripción 3 (STAT3, Signal Transducer and 
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Activator of Transcription 3), el factor regulador del interferón 4 (IRF-4, Interferon Regulatory 
Factor 4) y el factor de transcripción relacionado con Runt 1 (Runx1, Runt-related transcription 
factor 1) para la completa polarización de los precursores hacia el linaje TH17 (Brustle et al., 
2007; Yang et al., 2007; Yang et al., 2008a; Zhang et al., 2008a). La activación de RORγt 
también provoca la expresión del receptor de IL-23. La citoquina IL-23 es capaz de expandir 
una población de células TH17 (Harrington et al., 2005; Park et al., 2005), pero dado que las 
células T vírgenes no expresan su receptor, IL-23 no puede diferenciar una célula virgen en una 
TH17 (Mangan et al., 2006), sino que actúa en las células T ya comprometidas con el linaje 
TH17 estabilizando su fenotipo (McGeachy et al., 2007). 
 
Aunando estas evidencias, se ha propuesto un modelo de diferenciación de las células TH17 
donde TGF-β e IL-6 inducen la diferenciación, IL-21 amplifica la población e IL-23 estabiliza 
el fenotipo de las células ya diferenciadas. Sólo la combinación de estas tres citoquinas da lugar 
a una respuesta TH17 robusta y estable (Bettelli et al., 2008). 
 
2.2. Funciones de los linfocitos TH17 
Los linfocitos TH17 desempeñan un papel crucial tanto en la protección contra agentes 
infecciosos, como en la inflamación crónica y en la autoinmunidad. La inflamación con 
predominio de reclutamiento de neutrófilos al tejido inflamado es típicamente mediada por 
TH17. La inmunidad mediada por las células TH17 es particularmente importante en las 
mucosas, tal como indica el patrón de expresión de sus receptores de quimioquinas y citoquinas 
efectoras, ya que las células TH17 defienden al cuerpo frente a la infección de una gran variedad 
de hongos, bacterias extracelulares y otros microorganismos (Aujla et al., 2008; Ouyang et al., 
2008). 
 
La autoinmunidad es un estado de reactividad anómalo del sistema inmune frente a los 
antígenos propios, que aparece cuando los mecanismos de tolerancia frente a antígenos propios 
fallan. Además de luchar contra un gran número de patógenos, las células TH17 son potentes 
inductoras de la inflamación tisular y por tanto, de la inflamación crónica y la autoinmunidad 
(Korn et al., 2009; Littman and Rudensky, 2010; Muranski and Restifo, 2013). En los últimos 
años se ha demostrado que los linfocitos TH17 están implicados en la patogénesis de muchas 
enfermedades inflamatorias y autoinmunes tales como la psoriasis (Krueger et al., 2007), la 
artritis reumatoide (Kirkham et al., 2006), la esclerosis múltiple (Matusevicius et al., 1999), las 
enfermedades inflamatorias intestinales (Duerr et al., 2006), el asma (Barczyk et al., 2003; 
Molet et al., 2001), la encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) (Komiyama et al., 
2006), la artritis inducida por colágeno (AIC) (Nakae et al., 2003), la miocarditis experimental 
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autoinmune (EAM) (Rangachari et al., 2006; Sonderegger et al., 2006) o la hipersensibilidad 
por contacto (He et al., 2006; Nakae et al., 2002).  
 
3) Las células T reguladoras  
El sistema inmune ha evolucionado para constituir una eficaz defensa contra los patógenos, pero 
al mismo tiempo es capaz de contener la respuesta inflamatoria contra éstos o frente a antígenos 
propios, microorganismos comensales y alergenos. Las células T reguladoras (Treg) son las 
encargadas de regular negativamente la inflamación y mantener la homeostasis del sistema 
inmune (Ohkura et al., 2013). 
 
3.1. Caracterización molecular de las células T reguladoras 
Además de las Treg, existen distintos tipos de células inmuno-moduladoras implicados en la 
inhibición de la inflamación asociada a la respuesta inmune, tales como células dendríticas 
tolerogénicas, células supresoras mieloides, células NK (Natural Killers), células T CD4+ 
productoras de IL-10 o células B (Littman and Rudensky, 2010). 
 
Las células T reguladoras CD4+ (Treg) se caracterizan por la expresión de la cadena α del 
receptor de la IL-2 (CD25) en su membrana (Sakaguchi et al., 1995) y del factor de 
transcripción FoxP3 (Forkhead box Protein 3), indispensable para la diferenciación de las Treg 
y su función supresora (Fontenot et al., 2003; Hori et al., 2003; Khattri et al., 2003; Wan and 
Flavell, 2007). La relevancia del factor de transcripción FoxP3 queda de manifiesto en el 
síndrome IPEX (Inmunodeficiencia, Poliendocrinopatía, Enteropatía, ligado al cromosoma X), 
un trastorno muy grave provocado por un desarrollo anormal de los linfocitos T reguladores 
como consecuencia de mutaciones en el gen FOXP3 (Kobayashi et al., 2001). 
 
CD25 y FoxP3 no pueden considerarse marcadores específicos de las Treg porque las células T 
efectoras humanas expresan CD25 y FoxP3  de forma inducible cuando son activadas 
(Kmieciak et al., 2009). Con el objetivo de caracterizar un marcador de las células Treg que 
facilite su aislamiento y estudio se han identificado varios marcadores que, aunque no son 
exclusivos porque otras células no reguladoras también los expresan, son expresados altamente 
por las Treg tanto humanas como murinas: CTLA-4 (Cytotoxic T Lymphocyte Antigen-4), 
implicado en la función supresora de las Treg y en el control de la homeostasis inmune (Read et 
al., 2000); GITR (glucocorticoid-induced TNF receptor), un miembro de la familia de los 
receptores de TNF que juega un papel importante en el control de la función de las Treg y sirve 
como molécula coestimuladora y de supervivencia en las células T efectoras (McHugh et al., 
2002; Shimizu et al., 2002); CD27, otro miembro de la familia de los receptores de TNF que se 
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expresa en las células T vírgenes y desaparece en las células T efectoras, pero se sigue 
expresando en las células T reguladoras (Mack et al., 2009; Ruprecht et al., 2005); y CD39 y 
CD73, dos ectoenzimas altamente expresadas en las células Treg que toman parte en su función 
supresora facilitando la elaboración de adenosina y la síntesis de cAMP (Deaglio et al., 2007). 
Además se ha descrito que en presencia de CD4 y CD25, la ausencia o baja expresión de CD127 
(la cadena α del receptor de la IL-7) es un rasgo de las células Treg que permite discriminarlas 
de las células T efectoras activadas (Liu et al., 2006; Seddiki et al., 2006). 
 
Las células T reguladoras humanas y de ratón expresan en su membrana todas estas moléculas, 
pero las Treg humanas además expresan unos marcadores que las dividen en dos subtipos de 
células reguladoras: las células Treg vírgenes (CD4+ CD25+ FoxP3+ CD45RA+) y las células 
Treg de memoria (CD4+ CD25+ FoxP3+ CD45RO+) (Booth et al., 2010). 
 
3.2. Origen y diferenciación de las Treg 
Las Treg se dividen en dos grupos en función de su origen. Las células Treg derivadas del timo 
o Treg naturales (nTreg) se generan en el timo y migran a los tejidos periféricos, mientras que 
las células Treg derivadas de la periferia o Treg inducibles (iTreg) se diferencian en los tejidos y 
órganos linfoides secundarios (Abbas et al., 2013). Ambos tipos componen la población 
periférica de células Treg FoxP3+ (Fig. 2) (Curotto de Lafaille and Lafaille, 2009). El hecho de 
que la generación de las nTreg en el timo responda a antígenos propios, mientras que la 
diferenciación de las iTreg en la periferia responda a antígenos ajenos como alergenos, comida 
o microorganismos comensales, sugiere que probablemente estos dos subtipos celulares 
desempeñen funciones diferentes (Hsieh et al., 2006; Jordan et al., 2001; Kretschmer et al., 
2005; Lathrop et al., 2011). 
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Figura 2. Desarrollo de células Treg FoxP3+. Las células Treg derivadas del timo o Treg 
naturales (nTreg) se generan en el timo y migran a los tejidos periféricos, mientras que las células 
Treg derivadas de la periferia o Treg inducibles (iTreg) se diferencian en los tejidos y órganos 
linfoides secundarios. Ambos tipos componen la población de células Treg FoxP3+. Figura 
modificada de Curotto de Lafaille et al., 2009 (Curotto de Lafaille and Lafaille, 2009).  
 
 
Para la generación de nTreg, además de las señales a través del TCR para inducir la expresión 
de FoxP3, también es necesaria una combinación de las citoquinas IL-2, IL-17 e IL-15 
(Fontenot et al., 2005; Vang et al., 2008). La diferenciación de las células Treg en el timo tiene 
lugar tras la señalización por TCR y la posterior expresión del receptor de IL-2 (CD25), que 
activa la vía del factor de transcripción Stat5, que tras dimerizar y traslocar al núcleo activa las 
transcripción de  FoxP3 (Burchill et al., 2008; Lio and Hsieh, 2008). 
 
Tanto el TGF-β como la IL-2 son necesarios para la diferenciación de los linfocitos iTreg 
(Davidson et al., 2007). En presencia de un alto gradiente de TGF-β, la IL-2 induce la expresión 
de FoxP3 a través de Stat5, promoviendo la proliferación y supervivencia de las iTreg y 
reprimiendo la diferenciación hacia TH17 (Laurence et al., 2007).  
 
3.3. Mecanismos de acción de los linfocitos T reguladores 
Se han propuesto varios mecanismos mediante los cuales las Treg pueden desempeñar su 
función supresora. Pueden suprimir de forma directa la habilidad funcional de los linfocitos T 
CD4+ y CD8+ inhibiendo su diferenciación, activación y proliferación tanto por medio del 
contacto célula-célula como a través de la secreción de las citoquinas inhibitorias IL-10, TGF-β 
e IL-35 (Collison et al., 2007; Chen et al., 2003; Roncarolo et al., 2006). También pueden matar 
a las células T efectoras a través de perforinas y granzimas o suprimir su activación (Gondek et 
al., 2005; Grossman et al., 2004). Además, se ha descrito que las Treg expresan galectina-1, una 
beta-galactosidasa que participa en su capacidad supresora, ya que cuando se bloquea la unión 
de la galectina-1 se reducen significativamente los efectos inhibitorios de las Treg tanto en 
humano como en ratón (Garin et al., 2007).  
 
Las Treg también podrían mediar su función supresora actuando directamente sobre las células 
dendríticas (DCs, Dendritic Cells), atenuando sus funciones como presentadoras de antígenos y 
coestimuladoras. Otros mecanismos de las Treg para limitar la respuesta inmune incluyen el 
papel de CTLA-4 en la inhibición de la expresión de IDO (indoleamina 2, 3-dioxigenasa) en las 
DCs (Mellor and Munn, 2004) o impidiendo la coestimulación de CD28 mediante la depleción 
extrínseca de sus ligandos (Qureshi et al., 2011). 
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4) El antígeno de activación leucocitario CD69 
4.1. Localización y estructura de CD69 
El gen cd69 se localiza en el brazo largo del cromosoma 6 de ratón y en el cromosoma 12 
humano (López-Cabrera et al., 1993; Ziegler et al., 1994). Se encuentra dentro del “complejo 
génico NK”, denominado así porque en él se encuentran varios genes específicos de las células 
NKs (Natural Killers).  
 
La proteína codificada por el gen cd69 es un receptor transmembrana de tipo II perteneciente a 
la familia de lectinas tipo C, cuyo dominio de reconocimiento de carbohidratos (CTLD, C-Type 
Lectin-like Domain) se ha separado del original a lo largo de la evolución y recibe el nombre de 
NKD (NK Domain) por estar presente en muchos receptores específicos de células NKs (Weis 
et al., 1998). Este dominio ha perdido su capacidad para unir calcio y posiblemente 
carbohidratos (Weis et al., 1998; Llera et al., 2001). Además se ha demostrado que CD69 no se 
une a monosacáridos ni a varios polisacáridos, sólo mostrando una unión débil a los fucoidanos 
(polisacáridos sulfatados) (Childs et al., 1999). Aunque hasta hace poco no se conocían sus 
ligandos naturales, recientemente se han descrito dos importantes ligandos de CD69. Por un 
lado, se ha visto que la galectina-1 presente en las células dendríticas es un ligando de CD69 y 
que la unión entre ambos modula la diferenciación y función de las células TH17 (de la Fuente et 
al., 2014). Y por otro lado, se ha publicado que el complejo S100A8/S100A9 presente en las 
células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) es un ligando de CD69 necesario para que 
CD69 pueda ejercer su función en la diferenciación de las células Treg. La unión CD69-
S100A8/S100A9 regula la expresión de SOCS3 inhibiendo la vía de señalización de STAT3, al 
mismo tiempo que podría aumentar la secreción de TGF-β reduciendo la producción de la 
citoquina IL-4 en las PBMCs (Lin et al., 2015).  
 
La estructura de CD69 consiste en un dominio extracelular CTLD y una región citoplásmica N-
terminal fosforilada constitutivamente en residuos de serina, enlazados por una región cuello 
transmembrana (Lanier et al., 1988; Testi et al., 1988). La caracterización bioquímica de esta 
molécula demostró que se trata de una glicoproteína homodimérica de aproximadamente 60 kDa 
formada por dos cadenas polipeptídicas idénticas pero con distinta glicosilación (de 33 a 27 
kDa) unidas mediante puentes disulfuro (Sánchez-Mateos y Sánchez-Madrid, 1991).  
 
La expresión de la molécula de CD69 durante la activación del linfocito T requiere su síntesis 
de novo (Cebrián et al., 1988), que puede ser inducida in vitro por una gran variedad de 
estímulos como el tratamiento con anticuerpos monoclonales (mAb, monoclonal Antibodies) 
frente a CD3/TCR o a CD2, agentes activadores de la proteína quinasa C (PKC, Protein Kinase 
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C), como los ésteres de forbol, o el tratamiento con lectinas mitogénicas como la 
fitohemaglutinina (PHA, Phytohemaglutinin) (Hara et al., 1986; Cebrián et al., 1988). También 
se ha descrito la inducción de CD69 en linfocitos T CD4+ de manera independiente de antígeno 
mediante combinaciones de citoquinas como la IL-2, el factor de necrosis tumoral (TNF, Tumor 
Necrosis Factor) y la IL-6 (Unutmaz et al., 1994). La citoquina IL-15 aumenta la expresión de 
CD69 en células T y células NKs (Kanegane y Tosato, 1996; McInnes et al., 1997).  
 
En cuanto al mecanismo molecular, la mayoría de los estímulos descritos para la inducción de la 
expresión de CD69 implican la activación de la PKC (Cebrián et al., 1988). De manera 
parcialmente independiente a esta vía se ha descrito la implicación de las proteínas Ras y su 
efector Raf-1 en la inducción de CD69 dependiente de TCR-CD3 (D'Ambrosio et al., 1994) 
(Taylor-Fishwick y Siegel, 1995). La unión de CD69 a anticuerpos monoclonales anti-CD69 en 
presencia de ésteres de forbol induce un flujo de calcio en la célula que provoca la activación de 
ERK, la expresión de los genes de IL-2 e IFN-γ y la proliferación de las células T (Testi et al., 
1989; Zingoni et al., 2000). Recientemente, estudios realizados en nuestro grupo han 
demostrado que la expresión de CD69 inhibe la diferenciación de las células TH17 a través de la 
activación de la vía de señalización Jak3/Stat5 tanto en humano como en ratón (Martin et al., 
2010a). La cola citoplasmática de CD69 se asocia con la vía de señalización Jak3/Stat5 
activándola e inhibiendo la transcripción de RORγt y, en consecuencia, la diferenciación hacia 
el linaje TH17 (Fig. 3). Experimentos funcionales en células TH17 han demostrado que la 
inhibición selectiva de la activación de Jak3/Stat5 aumenta la transcripción de RORγt, mientras 
que la IL-2 exógena que restablece la fosforilación de Stat5, limita la diferenciación en células 
TH17 de las células deficientes en CD69 (Martin et al., 2010a).  
 
Respecto a la regulación de la expresión del gen de CD69, el análisis de la secuencia 5’ 
flanqueante al gen reveló la presencia de un elemento TATA potencial 30 bases antes del sitio 
de inicio de la transcripción y varias secuencias de unión putativas para factores de transcripción 
inducibles (NK-κB, Egr-1, AP-1) que mediarían de esta manera la expresión regulada de este 
gen (López-Cabrera et al., 1995). Así, la modulación del promotor de CD69 por citoquinas 
proinflamatorias como TNF depende de la transactivación por NK-κB (López-Cabrera et al., 
1995). Otros estímulos como los ésteres de forbol o la estimulación por la vía del TCR inducen 
múltiples factores de transcripción como las familias AP-1, EGR y ATF/CREB, que actúan en 
cis para regular el promotor de CD69 (Castellanos et al., 1997; Castellanos et al., 2002). 
 
4.2. Expresión in vivo de CD69 
El antígeno de activación leucocitaria CD69 se induce en todas las células derivadas de la 
médula ósea, excepto en los eritrocitos, tras la activación celular (Testi et al., 1994). Su rápida 
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expresión en la membrana (entre 2 y 4 horas tras la activación de las células) sitúan a CD69 
dentro del grupo de genes tempranos inducidos durante la activación linfocitaria (Lopez-
Cabrera et al., 1993). Su expresión in vivo se restringe a los timocitos seleccionados 
positivamente y a los leucocitos activados, especialmente en los sitios de inflamación (Barthlott 
et al., 1997; Sanchez-Mateos et al., 1989; Swat et al., 1993). De hecho CD69 se expresa intensa 
y persistentemente en los infiltrados celulares en enfermedades inflamatorias crónicas severas, 
tales como la artritis reumatoide (Laffon et al., 1991) o la hepatitis viral crónica (Garcia-
Monzon et al., 1990), así como en los leucocitos involucrados en la respuesta alérgica (Hartnell 
et al., 1993). CD69 también se expresa en los leucocitos responsables del rechazo de trasplantes 
(Mampaso et al., 1993), en linfocitos que infiltran tumores (Coventry et al., 1996), en células 
inmunitarias en las lesiones ateroscleróticas (Caspar-Bauguil et al., 1998) y en infecciones 
persistentes (Zajac et al., 1998).  
 
En tejidos normales, CD69 está presente en células B del manto de los ganglios linfáticos y en 
células T CD4+ de los centros germinales (Sanchez-Mateos et al., 1989). Además, se ha 
detectado su expresión en un pequeño grupo de timocitos medulares (Sanchez-Mateos et al., 
1989), plaquetas (Testi et al., 1990), neutrófilos (Gavioli et al., 1992), eosinófilos (Nishikawa et 
al., 1992), basófilos (Escribano et al., 1997), células de Langerhans (Bieber et al., 1992) y 
monocitos periféricos (De Maria et al., 1994).  
 
La expresión de CD69 en los timocitos durante la selección positiva se ha relacionado con el 
proceso de activación que ocurre durante el desarrollo tímico, ya que las señales generadas por 
el receptor de la célula T son capaces de inducir la expresión de CD69 sólo tras el proceso de 
selección positiva. Teniendo en cuenta este patrón de expresión restringido a los timocitos, se ha 
propuesto que CD69 quizá desempeñe una función importante en los estadios tardíos del 
desarrollo tímico (Swat et al., 1993; Vanhecke et al., 1995). 
 
4.3. Papel inmunoregulador de CD69 
En los últimos años varios estudios en modelos de inflamación han puesto de manifiesto el 
papel de CD69 como regulador negativo de la inflamación durante la respuesta inmune. La 
primera evidencia de esta función inmunoreguladora se obtuvo en un modelo de artritis inducida 
por colágeno (CIA, Collagen-Induced Arthritis) en el que se observó que ratones deficientes en 
CD69 desarrollaban formas exacerbadas de la enfermedad. Los ratones CD69KO presentaban 
niveles bajos de TGF-β en las articulaciones, citoquina antiinflamatoria en los sitios de 
inflamación (Brandes et al., 1991), lo que indica que CD69 podría estar regulando la 
inflamación mediante la modulación de los niveles de TGF-β (Sancho et al., 2003).  
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Trabajos posteriores en modelos de inflamación con ratones deficientes en CD69 han 
proporcionado otras evidencias que apuntan en la misma dirección. La deficiencia de CD69 
también exacerba la respuesta inflamatoria en los modelos animales de asma alérgico, dermatitis 
por contacto, miocarditis autoinmune y colitis. En los modelos de asma alérgico inducido con 
ovoalbúmina y de hipersensibilidad por contacto a oxazolona (CHS, Contact Hypersensitivity), 
la deleción de CD69 o la administración de anticuerpos bloqueantes anti-CD69 incrementa la 
inflamación mediada por las células T efectoras en los pulmones y en la piel respectivamente, y 
aumenta la susceptibilidad de los ratones a desarrollar la enfermedad (Martin et al., 2010b). En 
el modelo de miocarditis experimental autoinmune (EAM, Experimental Autoimmune 
Myocarditis) inducido mediante la inmunización con péptidos derivados de la cadena pesada de 
la α-miosina cardiaca, los ratones deficientes en CD69 muestran una mayor respuesta mediada 
por las células TH17 en el corazón, más inflamación en el miocardio y mayor susceptibilidad a 
sufrir un fallo cardiaco como consecuencia de la progresión de la cardiomiopatía que los ratones 
WT (Cruz-Adalia et al., 2010). En el modelo de colitis, la deficiencia en CD69 aumenta la 
producción de citoquinas proinflamatorias, reduce la inducción de las células T reguladoras 
Foxp3+ impidiendo la tolerancia oral y aumenta la severidad de la colitis (Radulovic et al., 
2012). CD69 actúa como un regulador negativo de la respuesta inflamatoria en el intestino 
disminuyendo también la expresión de quimioquinas y reduciendo la acumulación de células T 
CD4+ en la lámina propia del colon durante la colitis (Radulovic et al., 2013). 
 
Como hemos visto, estudios moleculares han demostrado que CD69 inhibe la diferenciación de 
las células TH17 a través de la activación de la vía de señalización Jak3/Stat5 tanto en humano 
como en ratón (Martin et al., 2010a). Además, CD69 también induce la expresión de los genes 
que codifican para la IL-2 y el TGF-β, citoquinas que actúan de forma autocrina en la indución 
de la diferenciación de las células Treg. Por otro lado, CD69 puede inhibir la diferenciación 
hacia el linaje TH17 porque la activación de Stat5 inhibe la fosforilación de Stat3 y su 
traslocación al núcleo, impidiendo la transcripción de RORγt, el factor de transcripción 
necesario para la generación de las células TH17 (Harris et al., 2007; Ivanov et al., 2006; Yang 
et al., 2007); y porque además la activación de FoxP3 inhibe la transcripción de RORγt. Así, 
CD69 funciona como un modulador negativo de las respuestas inmunes mediadas por células T 
regulando el balance entre los linfocitos T reguladores y los TH17, así como entre las citoquinas 
pro- y anti-inflamatorias, tanto en la homeostasis como en la inflamación (Martin and Sanchez-
Madrid, 2011) (Fig. 3). 
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Figura 3. La abundancia de CD69 en los linfocitos T puede regular el balance entre las 
células TH17 y las T reguladoras tanto en homeostasis como en la inflamación. La cola 
citoplasmática de CD69 se asocia con Jak3/Stat5, desencadenando la fosforilación de Stat5 y su 
traslocación al núcleo, donde activa a FoxP3 y estimula la diferenciación de las células Treg. 
CD69 también induce la expresión de los genes que codifican para la IL-2 y el TGF-β, citoquinas 
que actúan de forma autocrina en la indución de la diferenciación de las células Treg. Por otro 
lado, CD69 puede inhibir la diferenciación hacia el linaje TH17 porque la activación de Stat5 
inhibe la fosforilación de Stat3, impidiendo la transcripción de RORγt; y porque además la 
activación de FoxP3 inhibe la transcripción de RORγt. Figura tomada de Martin et al., 2011 
(Martin and Sanchez-Madrid, 2011). 
 
 
Existen otras evidencias que apoyan una función reguladora de CD69 en la respuesta inmune 
consistentes en la identificación de poblaciones de linfocitos T CD69+ que parecen poseer las 
dos principales características de las células Treg: comportamiento anérgico y efectos 
reguladores. Por ejemplo, en los tejidos linfoides periféricos y en los infiltrados inflamatorios en 
un modelo de lupus en ratón se ha detectado una subpoblación de células CD4+ CD69+ anérgicas 
capaces de suprimir la síntesis de IL-2 por parte de las células CD4+ CD69-, lo que favorece la 
diferenciación de las células TH17 e inhibe la generación de los linfocitos T reguladores 
(Ishikawa et al., 1998). Un estudio clínico realizado con pacientes de esclerosis sistémica ha 
revelado que la expresión de CD69 en las células T reguladoras de estos pacientes es menor y 
que esta expresión disminuída se correlaciona con un defecto en la síntesis de TGF-β y con una 
reducción en la capacidad supresora de las células Treg (Radstake et al., 2009).  
 
Recientemente se ha identificado en ratón una nueva subpoblación de linfocitos T reguladores 
CD69+ CD4+ CD25- inducida en respuesta a tumores que no expresan FoxP3 ni sintetizan IL-10, 
pero que expresan CD122 (la cadena β del receptor de la IL-2) y TGF-β1 unido a la membrana 
(Han et al., 2009). Estas células T reguladoras que aumentan dramáticamente con la progresión 
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del tumor, son capaces de suprimir la proliferación de las células T a través de TGF-β1. CD69 
participa en la actividad inmunosupresora de estas células Treg, ya que mantiene alta la 
expresión de TGF-β1 mediante la activación de ERK1/2 (Han et al., 2009). Estas células T 
reguladoras CD69+ CD4+ CD25- se han encontrado en pacientes y se ha visto que su incidencia 
está asociada a un menor riesgo de sufrir la enfermedad de injerto contra huésped (GVHD, 
Graft-Versus-Host-Disease) tras un alotransplante (Lu et al., 2012). Más recientemente se ha 
demostrado que las células T CD69+ derivadas de tumores inducen un aumento en la expresión 
de IDO en monocitos, lo que constituye un potencial mecanismo de regulación negativa entre 
las células inmunes innatas y adaptativas, que puede contribuir a la evasión de la vigilancia 
inmunológica por parte de las células tumorales (Zhao et al., 2012).  
 
Nuestro grupo también ha investigado el papel de CD69 en la función supresora de las Treg y 
en el mantenimiento de la tolerancia inmunológica, identificando una nueva población de 
células Treg FoxP3+CD69+ capaz de mantener la tolerancia y proteger de la inflamación (Cortes 
et al., 2014). Aunque en homeostasis existen Tregs tanto CD69+ como CD69-FoxP3+, sólo las 
Tregs CD69+ expresan altos niveles de CTLA-4, ICOS, CD38 y marcadores de supresión 
asociados a GITR, secretan grandes cantidades de TGF-β y poseen una potente capacidad 
supresora. Esta capacidad está regulada por las vías de señalización de STAT5 y ERK y se ve 
afectada cuando se reduce la expresión de CD69 mediante el uso de anticuerpos. Además, la 
inmunoterapia con Treg FoxP3+CD69+ restaura la homeostasis en ratones CD69-/- que no 
lograban inducir tolerancia y es capaz de prevenir la inflamación. La identificación de la 
población de Treg FoxP3+CD69+ allana el camino hacia el desarrollo de nuevas estrategias 
terapéuticas capaces de controlar la homeostasis inmune y la autoinmunidad (Cortes et al., 
2014). 
 
Además, CD69 se ha asociado con el desarrollo de las células T reguladoras naturales (nTreg) 
en el timo humano. Cuando son activadas, las células dendríticas plasmacitoides residentes en el 
timo promueven la generación de células Treg CD4+ CD25+ FoxP3+ a partir de timocitos CD4+ 
CD8+ que expresan altos niveles de CD69 (Martin-Gayo et al., 2010). 
 
Por último, varios estudios in vivo muestran un papel de CD69 en la migración de las células 
inmunes a través de la regulación del receptor de la esfingosina 1-fosfato 1 (S1P1, Sphingosine-
1-phosphate receptor 1), una molécula que controla la salida de los linfocitos de los tejidos 
linfoides (Shiow et al., 2006). CD69 puede formar un complejo con S1P1 en la membrana de los 
linfocitos T e inducir una conformación de S1P1 que favorece su internalización y degradación, 
lo que provoca la retención de los linfocitos en los órganos linfoides (Bankovich et al., 2010; 
Shiow et al., 2006). Por ello, la ausencia de CD69 está asociada con un incremento en la 
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expresión de S1P1 y en consecuencia, con una mayor migración de los linfocitos T a los nódulos 
linfáticos o a los sitios de inflamación (Rivera et al., 2008). Así, la deficiencia en CD69 facilita 
indirectamente la infiltración de células inflamatorias en los tejidos. Además, S1P1 también 
media la migración de las células dendríticas maduras de la periferia a los nódulos linfáticos 
(Czeloth et al., 2005) y la migración de estas células también se ve incrementada 
significativamente en ratones deficientes en CD69 tanto in vitro como in vivo (Lamana et al., 
2011); otra evidencia de su función como regulador negativo en la migración dirigida por 
quimioatrayentes.  
 
5) Los microRNAs 
Un microRNA (miRNA) es una molécula de RNA no codificante de entre 20 y 24 nucleótidos 
de longitud que regula post-transcripcionalmente la expresión de otros genes mediante su unión 
a la región 3’-UTR (untranslated region) de RNAs mensajeros (mRNA) específicos, 
impidiendo la traducción del mRNA o provocando su degradación (Pillai, 2005). Los miRNAs 
fueron descritos por primera vez en el nematodo Caenorhabditis elegans en 1993 (Lee et al., 
1993; Wightman et al., 1993), aunque el término microRNA no se acuñó hasta 2001 (Lagos-
Quintana et al., 2001; Lau et al., 2001; Lee and Ambros, 2001). Desde el descubrimiento de esta 
nueva categoría de RNAs pequeños, los crecientes estudios ya han permitido identificar 30424 
miRNAs maduros en 206 especies (base de datos miRBase, edición 20, junio 2013). Además, se 
estima que un solo miRNA puede regular la expresión de entre cientos y miles genes diana, lo 
que significa que posiblemente la mayor parte de los genes humanos estén regulados por 
miRNAs (Griffiths-Jones, 2004; Lewis et al., 2005; Miranda et al., 2006). De hecho, se ha visto 
que los miRNAs regulan numerosos procesos biológicos tales como la respuesta inmune, el 
ciclo celular, el metabolismo, la replicación viral, la diferenciación de las células madre o el 
desarrollo embrionario; y se ha encontrado alterada su expresión o función en muchas 
enfermedades como el cáncer, el fallo cardiaco o en infecciones virales. En concreto, se han 
identificado hasta la fecha más de 100 miRNAs que pueden regular distintas rutas moleculares 
que controlan el desarrollo y la función de las células del sistema inmune innato y adaptativo 
(O'Connell et al., 2012). 
 
5.1. Biogénesis de los microRNAs 
Los miRNAs se encuentran codificados en el genoma tanto en genes independientes, como en 
los intrones de genes que codifican para proteínas. La RNA polimerasa II transcribe el DNA en 
unos transcritos primarios de RNA llamados pri-miRNAs. Los pri-miRNAs se pliegan sobre sí 
mismos en forma de horquilla y sufren un procesamiento secuencial por dos endonucleasas 
RNaseIII, llamadas Drosha y Dicer. En primer lugar, Drosha corta el tránscrito en el núcleo 
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celular generando un pre-miRNA de unos 70 nucleótidos de longitud. A continuación, el pre-
miRNA es exportado al citoplasma, donde Dicer lo procesa en un dúplex de RNA de 20-25 
pares de bases compuesto por una cadena de miRNA maduro y su cadena complementaria o 
pasajera. Finalmente, la cadena pasajera es degradada y el miRNA maduro se incorpora en el 
complejo de silenciamiento inducido por miRNA (miRISC, miRNA-induced silencing complex) 
para poder unirse a la región UTR 3’ de sus mRNAs diana por complementariedad de bases 
parcial e inducir su degradación o bloquear su traducción (Krol et al., 2010; van Kouwenhove et 
al., 2011; Yang and Lai, 2011). Pero también existen evidencias de que los miRNAs pueden 
aumentar la traducción de los mRNAs diana (Vasudevan et al., 2007) u obstaculizar la 
transcripción de un mensajero uniéndose directamente a su promotor (Kim et al., 2008). 
 
En 2008 se descubrió que los miRNAs también están presentes en la sangre, tanto en el plasma 
como en los leucocitos, eritrocitos y plaquetas (Chen et al., 2008; Lawrie et al., 2008; Mitchell 
et al., 2008). Los miRNAs presentes en el plasma son extraordinariamente estables incluso bajo 
condiciones tan duras como la ebullición, un pH alto o bajo, el almacenamiento a temperatura 
ambiente durante largos períodos o múltiples ciclos de congelación y descongelación (Chen et 
al., 2008; Mitchell et al., 2008). Esto se debe a que los miRNAs presentes en el plasma 
sanguíneo se encuentran empaquetados en vesículas extracelulares (exosomas, ectosomas o 
cuerpos apoptóticos) (Valadi et al., 2007; Zernecke et al., 2009) o asociados a proteínas de 
unión a RNA (Argonauta2) (Arroyo et al., 2011) o lipoproteínas de alta densidad (HDL, High 
Density Lipoprotein) (Vickers et al., 2011) que evitan su degradación. La secreción de miRNAs 
en vesículas extracelulares ha resultado ser una novedosa forma de comunicación intercelular, 
en la que una célula secreta de manera selectiva un miRNA para que viaje hasta una célula 
diana y regule su expresión génica (Zernecke et al., 2009; Zhang et al., 2010b). Por ejemplo, las 
células T transfieren miRNAs a las células presentadoras de antígenos a través de exosomas 
CD63+ durante la sinapsis inmune para modular su expresión génica (Mittelbrunn et al., 2011). 
 
5.2. Función reguladora de los microRNAs 
La actividad reguladora de los miRNAs sobre los mRNAs diana está determinada por la 
complementariedad entre las secuencias de nucleótidos, sin embargo, el reducido tamaño de los 
miRNAs proporciona una secuencia relativamente limitada para definir la especificidad de la 
diana. En las plantas, los miRNAs suelen aparearse con sus dianas mediante una 
complementariedad exhaustiva. En cambio, en los animales son poco corrientes los 
alineamientos casi perfectos entre un miRNA y su mRNA diana, siendo muy común encontrar 
hibridaciones imperfectas que contienen interacciones parciales y salientes centrales de entre 9 y 
12 nucleótidos desemparejados (Voinnet, 2009).  
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El rasgo primordial que determina que un miRNA interaccione con su mRNA diana se 
encuentra en su extremo 5’, concretamente en el segmento comprendido entre las bases 2 y 7 de 
la molécula, llamado secuencia de reconocimiento o secuencia semilla (seed sequence). El 
extremo 5’ está especialmente conservado entre miRNAs relacionados en su origen genómico y 
permite su clasificación en familias (Lim et al., 2003a; Lim et al., 2003b). Se ha propuesto que 
la hibridación imperfecta de la región 5’ de un miRNA puede ser compensada en algunos casos 
mediante interacciones a través de su extremo 3’ (Pasquinelli, 2012). Pero estas características 
de los miRNAs no son lo suficientemente rigurosas como para poder predecir exactamente sus 
dianas sólo en función de la complementariedad de secuencias. Por eso se han desarrollado 
numerosos algoritmos y herramientas que incorporan criterios basados tanto en la 
complementariedad de bases como en la conservación evolutiva. Estos análisis estiman que un 
solo miRNA puede regular la expresión de varios cientos de genes. Sin embargo, la divergencia 
entre predicciones obtenidas con distintos algoritmos dificulta la identificación de las dianas 
funcionales (Bartel, 2009). 
 
6) El supresor de señalización de citoquinas 1 (SOCS1) 
Las citoquinas regulan el desarrollo, la diferenciación y la función de las células 
hematopoyéticas mediante la transducción de señales de activación celular a través de 
receptores específicos asociados a tirosina quinasas intracelulares de la familia Janus (JAKs). La 
unión de una citoquina a su receptor produce la oligomerización del receptor y la fosforilación 
de las proteínas JAKs. Las JAKs activadas fosforilan y dimerizan a los factores de transcripción 
STATs, los cuales translocan al núcleo e inducen la transcripción de los genes SOCS entre otros 
(Yoshimura et al., 2012). Los supresores de señalización de citoquinas (SOCS, Suppressors Of 
Cytokine Signaling) constituyen uno de los principales mecanismos de regulación de esta vía, ya 
que son capaces de inhibirla mediante distintos mecanismos (Kubo et al., 2003; Palmer and 
Restifo, 2009; Yoshimura et al., 2007). 
 
SOCS1 es uno de los miembros de esta familia más importantes en la regulación de las 
respuestas inmunes innata y adaptativa (Yoshimura et al., 2012). Se ha descrito que SOCS1 es 
un regulador esencial de la diferenciación de las células T, que promueve la diferenciación hacia 
el linaje TH17 e inhibe la diferenciación hacia TH1 y TH2 (Tanaka et al., 2008). Como resultado, 
los ratones con células T deficientes en SOCS1 desarrollan enfermedades inflamatorias 
autoinmunes (Takahashi et al., 2011) y son más susceptibles a padecer colitis inducida por 
dextrán sulfato sódico (Horino et al., 2008) y hepatitis inducida por concanavalina A 
(enfermedad mediada por células TH1) (Hashimoto et al., 2011), pero son más resistentes a 
enfermedades mediadas por células TH17 como la encefalomielitis experimental autoinmune 
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(Tanaka et al., 2008). Sin embargo, los trabajos posteriores al estudio de Tanaka et al. 
contradicen los datos referentes al efecto de SOCS1 en las células TH17, ya que todos ellos 
sostienen que SOCS1 no promueve la diferenciación de las células TH17 sino que la inhibe 
(Jager et al., 2011; Liu and Rohowsky-Kochan, 2011; Takahashi et al., 2011; Yao et al., 2012).  
 
SOCS1 también juega un papel importante en la diferenciación y función de las células T 
reguladoras, inhibiendo su diferenciación y expansión pero favoreciendo su funcionalidad y 
estabilidad (Yoshimura et al., 2012). Los ratones con células T deficientes en SOCS1 presentan 
un incremento en el número de células Treg en timo y bazo (Lu et al., 2009; Zhan et al., 2009). 
Durante la diferenciación tímica, el aumento de expresión de FoxP3 incrementa la expresión de 
miR155, el cual inhibe la expresión de SOCS1 promoviendo la expansión de las Treg (Lu et al., 
2009). SOCS1 mantiene la capacidad supresora de las Treg y su estatus celular impidiendo la 
pérdida de la expresión de FoxP3, lo que evita que se conviertan en células patogénicas 
secretoras de citoquinas proinflamatorias como IFN-γ e IL-17 (TH1 y TH17) (Lu et al., 2010). 
Otro trabajo reciente muestra que SOCS1 inhibe la diferenciación tanto de las células T 
reguladoras como de las TH17 e impide la función celular de las TH17; y que miR-155 
disminuye la expresión de SOCS1, lo que incrementa la fosforilación de Stat5 y Stat3, 
favoreciendo la diferenciación de las células Treg y TH17 y aumentando la función de las TH17 
(Yao et al., 2012). 
 
7) El receptor de aril-hidrocarburos (AHR) 
El receptor de aril-hidrocarburos (AHR, Aryl Hydrocarbon Receptor) es un factor de 
transcripción que se activa tras su unión a una gran variedad de ligandos sintéticos y naturales 
(Nguyen and Bradfield, 2008). La forma inactiva del AHR se localiza en el citoplasma 
formando parte de un complejo proteico que incluye a la proteína de choque térmico hsp90 y a 
la tirosina quinasa c-SRC (Soshilov and Denison, 2011). Tras la unión de un ligando, el AHR se 
disocia de su complejo, se transloca al núcleo e interacciona con secuencias específicas de los 
genes dianas para controlar su actividad transcripcional (Soshilov and Denison, 2011). Para 
llevar a cabo este control de la transcripción, el AHR establece interacciones proteína-proteína 
con coactivadores y otros factores de transcripción, tales como los transductores de señal y 
activadores de la transcripción (STATs, Signal Transducers and Activators of Transcription), el 
receptor del ácido retinoico (RA, Retinoic Acid), el receptor de estrógeno (ER, Estrogen 
Receptor) y el factor nuclear κB (NF-κB) (Hankinson, 2005). Así, la señalización a través del 
AHR juega un papel importante en el control de varios componentes del sistema inmunológico 
incluyendo las células T, las células B y el sistema inmune innato (Quintana, 2013). 
Llamativamente, varias de estas interacciones proteicas entre el AHR y otros factores de 
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transcripción se establecen sólo tras la activación del AHR con determinados ligandos (Boronat 
et al., 2007; Murray et al., 2010; Zhang et al., 2008b). Un ejemplo de este reclutamiento de 
factores transcripcionales específico de ligando es el caso de las células T reguladoras y de las 
células TH17, en las que el AHR regula su diferenciación de manera distinta dependiendo del 
ligando unido (Quintana et al., 2008) (Fig. 4). 
                      
 
 
Figura 4. Regulación del programa transcripcional de las células Treg y TH17 por el AHR. La unión 
del AHR con ligandos específicos promueve y estabiliza el programa transcripcional de las células que lo 
expresan. La activación del AHR por la TCDD en las células Treg promueve su expansión, ya que el 
AHR se une al promotor de FoxP3 promoviendo la diferenciación de las células Treg (izquierda). Sin 
embargo, la activación del AHR con FICZ promueve la expresión de IL-17, IL-21 e IL-22 y limita los 
efectos inhibitorios de IFNγ e IL-2 en la diferenciación de las células TH17, ya que el AHR impide la 
fosforilación de Stat-1 y Stat-5 (derecha). Figura modificada a partir del modelo que aparece en Nguyen 
et al., 2013 (Nguyen et al., 2013). 
 
 
Por un lado, la activación del AHR por la 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) induce la 
diferenciación de Treg, las cuales suprimen el desarrollo de la encefalomielitis experimental 
autoinmune (EAE) mediante un mecanismo dependiente de TGF-β1 (Quintana et al., 2008), la 
uveoretinitis autoinmune experimental (Zhang et al., 2010a), la colitis (Benson and Shepherd, 
2011; Singh et al., 2011) y la diabetes autoinmune espontánea (Kerkvliet et al., 2009). La 
expansión de las células Treg por la activación del AHR involucra varios mecanismos, incluídos 
la trans-activación directa de la expresión de FoxP3 (Quintana et al., 2008), la inhibición de la 
señalización de Stat-1 (Quintana et al., 2010) y los cambios epigenéticos en el locus FoxP3 
(Singh et al., 2011). Aunque la TCDD es una valiosa herramienta para investigar los efectos 
inmunológicos de la activación del AHR, la TCDD no es un ligando natural del AHR y sus 
propiedades tóxicas descartan su uso para tratar desórdenes autoinmunes en humanos (Quintana, 
2013). Afortunadamente, se ha corroborado el papel fisiológico del AHR en las células Treg con 
ligandos no tóxicos como un ligando endógeno derivado del triptófano presente en la mucosa, el 
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éster metílico del ácido 2-(1´H-indol-3-carbonil)-tiazol-4-carboxílico (ITE). La administración 
de ITE expande las células Treg y trata la EAE (Quintana et al., 2010). De la misma forma, la 
deficiencia o inhibición del AHR disminuye la diferenciación de las células Treg (Kimura et al., 
2008; Mezrich et al., 2010; Quintana et al., 2008; Quintana et al., 2010). 
 
Por el otro lado, la activación del AHR con 6-formylindolo [3,2-b] carbazol (FICZ) obstaculiza 
la generación de Treg y estimula la diferenciación de las células TH17, lo que agrava la 
autoinmunidad en el sistema nervioso central (Quintana et al., 2008; Veldhoen et al., 2008). La 
expresión del AHR está aumentada en las células TH17 (Quintana et al., 2008; Veldhoen et al., 
2008) probablemente porque el Stat-3 fosforilado transactiva de forma directa el promotor del 
AHR (Durant et al., 2010). A su vez, el factor de transcripción AHR controla la producción de 
IL-21 e IL-22 y juega un importante rol en la diferenciación de las células TH17, tanto in vivo 
como in vitro (Kimura et al., 2008; Li et al., 2011b; Quintana et al., 2008; Veldhoen et al., 2009; 
Veldhoen et al., 2008). Los efectos del AHR en los linfocitos TH17 podrían estar mediados a 
través de la inhibición de la fosforilación de Stat-1 y Stat-5, lo que atenuaría los efectos 
inhibitorios del interferón-γ y la IL-2 sobre la diferenciación de las células TH17 (Kimura et al., 
2008; Veldhoen et al., 2009). Además, se ha descrito recientemente que bajo condiciones 
polarizantes hacia TH17, el AHR junto con Stat-3 promueven la expresión del factor de 
transcripción Aiolos, el cual silencia la transcripción del gen de la IL-2 promoviendo la 
diferenciación de las células TH17 (Quintana et al., 2012).  
 
Por último, se ha descrito recientemente un programa metabólico controlado por los factores de 
transcripción AHR y el factor-1α inducible por hipoxia (HIF1-α) que apoya la diferenciación de 
las células T reguladoras tipo 1 (Tr1) (Mascanfroni et al., 2015). HIF1-α regula la 
reprogramación metabólica temprana de las células Tr1. A continuación, AHR promueve la 
degradación de HIF1-α y toma el control del metabolismo de las células Tr1. El ATP 
extracelular (eATP) y la hipoxia unidos a la inflamación, provocan la inactivación del AHR por 
HIF1-α e inhiben la diferenciación de las Tr1. Por el contrario, CD39 promueve la 
diferenciación de las células Tr1 por depleción del eATP. CD39 también contribuye a la 
actividad supresora de las Tr1 mediante la generación de adenosina en cooperación con el CD73 
expresado por las células T respondedoras y las APCs. Estos resultados sugieren que HIF1-α y 
AHR integran señales inmunológicas, metabólicas y ambientales para regular la respuesta 
inmune (Mascanfroni et al., 2015). 
 
8) La miocarditis y el modelo de miocarditis experimental autoinmune (EAM) 
La inflamación del miocardio, miocarditis, es una enfermedad muy heterogénea que en la 
mayoría de los casos está asociada a agentes infecciosos como virus, bacterias, hongos o 
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protozoos (Andreoletti et al., 2009). Sin embargo existen evidencias de que esta enfermedad es 
de naturaleza autoinmune, por lo que los pacientes de miocarditis son tratados con terapias 
inmunosupresoras (Frustaci et al., 2003; Frustaci et al., 2009). El diagnóstico de esta 
enfermedad se basa en la presencia de infiltrados mononucleares en el miocardio y en la 
necrosis de los cardiomiocitos, atendiendo al criterio de Dallas (Aretz et al., 1987; Basso et al., 
2012; Elliott et al., 2008; Maron et al., 2006). En alrededor del 9-16% de los pacientes de 
miocarditis, la enfermedad degenera en una cardiomiopatía dilatada inflamatoria (DCM, dilated 
cardiomyopathy), caracterizada por una dilatación crónica de los ventrículos, con un grosor de 
la pared del ventrículo izquierdo normal o reducido, y una contracción cardiaca anormal (Felker 
et al., 2000; Herskowitz et al., 1993). La DCM es la principal causa de fallo cardiaco en 
individuos con edades inferiores a 40 años y el motivo más frecuente a la hora de realizar 
trasplantes de corazón. La tasa de supervivencia a 5 años de los pacientes con DCM es inferior 
al 50% (Magnani et al., 2006).  
 
Se han generado diversos modelos animales para el estudio y caracterización de la patogénesis 
de la miocarditis. El modelo de miocarditis experimental autoinmune (EAM) se induce 
mediante la inmunización subcutánea de un péptido derivado de la cadena pesada de la miosina-
α cardiaca (MyHC-α) emulsionado en el adjuvante CFA (Complete Freund’s Adjuvant) 
(Cihakova et al., 2004). El proceso del modelo de EAM puede dividirse en tres fases: el 
“priming” o primer estímulo (días 0-10) en el que las células presentadoras de antígenos captan 
el péptido inoculado y migran a los ganglios linfáticos drenantes, lo que provoca la activación 
de las células T vírgenes y su diferenciación en células T efectoras; la fase aguda (días 10-21) 
en la que las células T efectoras egresan de los ganglios y migran por el torrente sanguíneo hasta 
que localizan el antígeno en el miocardio y empiezan a desempeñar sus funciones efectoras 
secretando citoquinas; y la fase crónica (días 60-65) en la que la inflamación generada en el 
corazón provoca el desarrollo de una cardiomiopatía dilatada (Barin and Cihakova, 2013) (Fig. 
5). 
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Figura 5. Representación esquemática del modelo de miocarditis experimental autoinmune 
(EAM). El protocolo de inducción de la EAM consiste en la inmunización subcutánea de un 
péptido derivado de la α-miosina cardiaca (MyHCα) emulsionado en el adjuvante CFA (Complete 
Freund’s Adjuvant). El modelo se divide en tres fases: el “priming” o primer estímulo (días 0-10), 
en la que todavía no existe una inflamación cardiaca aparente, pero se están programando 
respuestas autoagresivas; la fase efectora (días 10-21), durante la que aparecen infiltrados 
leucocitarios en el miocardio y anticuerpos anti-miosina cardiaca en el suero; y la fase de 
remodelado (alrededor de los días 60-65), en la que la cardiomiopatía dilatada inflamatoria se ha 
desarrollado completamente. Figura modificada a partir del modelo que aparece en Barin et al., 
2013 (Barin and Cihakova, 2013). 
 
 
Los principales mediadores de la respuesta celular en la EAM son los linfocitos TH17. Se ha 
demostrado que en este modelo las células TH17 son más inmunopatológicas que las células TH1 
y que los ratones deficientes en T-bet, un factor de transcripción T-box esencial para la 
diferenciación de los linfocitos TH1, desarrollan una forma severa de EAM en la que las células 
infiltrantes en el corazón secretan grandes cantidades de IL-17 (Rangachari et al., 2006). En el 
modelo de EAM, la IL-23 es la citoquina responsable de la inducción de la autoinmunidad 
cardiaca (Rangachari et al., 2006), mientras que la IL-17 es dispensable para la miocarditis pero 
esencial para la progresión de la cardiomiopatía dilatada (Baldeviano et al., 2010). Además, 
trabajos recientes en el laboratorio han demostrado que CD69 limita la severidad de la 
cardiomiopatía subsiguiente a la miocarditis autoinmune regulando negativamente la respuesta 
Th17, la inflamación cardiaca y la progresión del fallo cardiaco en el modelo de EAM (Cruz-
Adalia et al., 2010). 
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Los objetivos de esta tesis doctoral han sido investigar: 
1. El papel de CD69 en el desarrollo de las células nTregs y en la diferenciación y la función 
de las células iTregs. 
 
2. La regulación de la expresión de miRNAs mediada por CD69 en los linfocitos CD4+ naive, 
TH17 y Treg. 
 
3. La expresión de las dianas predictivas de miR-721 y miR-155. 
 
4. El papel de los miRNAs mediado por CD69 en el modelo animal de miocarditis 
experimental autoinmune. 
 
5. Los linfocitos TH17, células T reguladoras y la expresión de miRNAs en la sangre de 
pacientes con cardiomiopatías. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
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1. Ratones 
Los ratones deficientes en CD69 (CD69KO) fueron generados en fondo genético 129SV como 
se ha descrito previamente (Lauzurica et al., 2000) y cruzados en homocigosis durante más de 
12 generaciones para obtenerlos en los background BALB/c y C57BL/6J. Para los experimentos 
de diferenciación in vitro y ex vivo se utilizaron ratones transgénicos C57BL/6 
Tg(TcraTcrb)425Cbn/J (OT-II), caracterizados por expresar un TCR que reconoce 
específicamente el péptido 323-339 de la OVA en contexto de MHC-II (I-Ab) (Jackson, número 
de stock 004194). Estos ratones OTII se cruzaron con ratones CD69KO en fondo genético 
C57BL/6J para generar ratones CD69KO transgénicos para el TCR (OTKO). Todos los 
experimentos relacionados con el modelo de la miocarditis experimental autoinmune (EAM) se 
realizaron con ratones CD69KO y controles WT con fondo genético BALB/c. Los ratones han 
sido mantenidos en el animalario del Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares 
(CNIC) bajo condiciones específicas libres de patógenos. Todos los procedimientos que 
implican el uso de estos animales y sus cuidados fueron aprobados por el comité de ética del 
CNIC y la Dirección General de Medio Ambiente de la Comunidad de Madrid, y fueron 
llevados a cabo según las directrices del real decreto 53/2013 y de la Unión Europea de 
Bienestar y Salud Animal. 
 
2. Cultivos primarios 
Las células de ratón se obtuvieron por disgregación mecánica de los bazos y los ganglios 
linfáticos de ratones OTII y OTKO. Las células T CD4+ naive fueron marcadas con los 
anticuerpos biotinilados IgM, B220, CD19, MHC class II (I-Ab), CD11b, CD11c, CD44, CD25, 
CD8α y DX5, mientras que las células presentadoras de antígenos (APCs) se marcaron con los 
anticuerpos unidos a biotina CD3, CD4, Thy1.2, CD8α y DX5. La purificación de 
subpoblaciones celulares se realizó por selección negativa en columnas imantadas, tras incubar 
con microesferas magnéticas conjugadas con estreptavidina (MACS, Miltenyi Biotec) capaces 
de unirse a los anticuerpos específicos biotinilados. 
 
Para la diferenciación in vitro de linfocitos iTreg y TH17, se irradiaron APCs con una dosis de 
30 Gys, se incubaron con el péptido OVA 323-339 (10 μg/ml) y se cultivaron con células T 
CD4+ naive en RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) con un 10% de suero fetal bovino y 50 μM β-
mercaptoetanol (Invitrogen). A estos cultivos se les añadió la combinación de citoquinas y 
anticuerpos (R&D Systems) necesaria para diferenciar cada tipo celular: IL-2 (10 ng/ml) y 
TGF-β (10 ng/ml) para diferenciarlas hacia células iTreg; o IL-6 (20 ng/ml), IL-23 (10 ng/ml), 
TGF-β (10 ng/ml), anti-IFNγ (4 μg/ml) y anti-IL-4 (4 μg/ml) para polarizarlas hacia el linaje 
TH17. 
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Para la generación de células TH17 y Treg in vivo se inmunizaron ratones BALB/c WT y 
CD69KO inyectándoles subcutáneamente 100 µg/ratón de un péptido derivado de la cadena 
pesada de la miosina α (MyHC-α) específica de tejido cardíaco emulsionado con el adyuvante 
CFA (Complete Freund’s Adjuvant) a día 0 y 7. El día 10 se aislaron las células Treg de los 
ganglios linfáticos que drenan la zona de la inyección, mediante separación magnética 
(depleción de células T CD4+ y sucesiva selección positiva de células CD25+), mientras que las 
células TH17 fueron aisladas mediante sorting por citometría de flujo (Aria Cell Sorter, BD) tras 
reestimularlas con el péptido MyHC-α (10 μg/ml) e IL-23 (10 ng/ml) durante 48 h. La pureza de 
estos tipos celulares tras el proceso de aislamiento fue analizada mediante citometría de flujo 
con los siguientes anticuerpos: anti-CD4, anti-CD25 y anti-FoxP3 para las células Treg; y anti-
CD4 y anti-IL-17 para las células TH17. 
 
3. Aislamiento de linfocitos de sangre periférica de ratón 
En el modelo animal, los linfocitos de sangre periférica se aislaron de la sangre de ratones 
BALB/c WT y CD69KO por centrifugación en gradiente con Ficoll-Paque PLUS (GE 
Healthcare). La sangre se diluyó con suero salino fisiológico heparinizado para evitar su 
coagulación, se depositó sobre Ficoll-Paque a temperatura ambiente, se centrifugó 20 minutos a 
700g a 25º C sin freno y se recogió la fracción leucocitaria. A continuación se marcaron las 
células Treg sin activar o activadas con anti-CD3 (2 µg/ml) y anti-CD28 (2 µg/ml) durante 24 h 
a 37º C, con anticuerpos CD4, CD25, CD69 y FoxP3 y se analizaron por citometría de flujo. En 
el caso de los linfocitos TH17, las células fueron activadas con anti-CD3 (2 µg/ml) y anti-CD28 
(2 µg/ml) durante 24 h a 37º C, reestimuladas con PMA (0,05 μg/ml), ionomicina (0,75 μg/ml) 
y brefeldina (1 μl/ml) durante 4 horas y marcadas con anticuerpos CD4 e IL-17 para analizarlas 
por citometría de flujo. 
 
4. Ensayos de proliferación celular 
La capacidad de proliferación de las células iTreg diferenciadas in vitro se valoró mediante la 
técnica de incorporación de timidina tritiada. Para ello, el último día del cultivo celular, como se 
ha detallado anteriormente, se añadió el isótopo radioactivo timidina tritiada (T3H) y se dejó en 
el medio durante las 16 horas siguientes. La radiactividad contenida en cada muestra, 
directamente proporcional a la síntesis de ADN,  se cuantificó en un contador beta de centelleo 
líquido.  
 
5. Ensayos de supresión 
Los ensayos de supresión se llevaron a cabo co-cultivando células T convencionales (CD4+ 
naive) en presencia de anti-CD3 y anti-CD28 con iTregs WT o CD69 KO diferenciadas in vitro 
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durante 3 días. La capacidad de proliferación de las células T convencionales en presencia de las 
iTreg fue analizada mediante la incorporación de timidina tritiada (añadida al medio en las 
últimas 16 h del cultivo) o mediante citometría de flujo, marcando previamente las células T 
convencionales con la sonda CellTrace Violet (Invitrogen). El CellTrace Violet es un colorante 
que contiene un éster capaz de difundir en la membrana citoplasmática y, una vez  en el interior 
de las células, unirse covalentemente a los grupos amina de las proteínas dando lugar a una 
molécula fluorescente. En cada división celular, la sonda se diluye a la mitad entre las 2 células 
hijas,  por lo que el análisis de la intensidad de la fluorescencia por citometría de flujo permite 
determinar el número de divisiones llevadas a cabo por cada célula desde que fueron marcadas 
con dicha sonda. 
 
6. Cultivos organotípicos de timos fetales (FTOCs) 
Se extrajeron los timos de embriones de 16’5 días de gestación de ratones OTII y OTKO. Los 
timos embrionarios se cultivaron en flotación para permitir la oxigenación de los tejidos. Para 
ello se cultivaron a 37º C en IMDM al 5% en suero fetal bovino sobre filtros de 0.8 μm 
(Millipore) apoyados sobre discos flotantes de gomaespuma embebidos en el medio de cultivo. 
En los experimentos en los que los FTOC fueron tratados con anticuerpos 2.2 y 2.8, éstos 
estuvieron presentes en el medio a una concentración de 50 μg/ml durante todo el cultivo. En 
los días 5, 7, 10 y 15 de cultivo se disgregaron los lóbulos y se marcaron las células con 
anticuerpos CD4, CD8, CD69, CD25 y FoxP3 para analizar la generación de células nTreg por 
citometría de flujo. 
 
7. Cuantificación de citoquinas secretadas 
Para cuantificar la producción de citoquinas por las células iTregs OTII y OTKO diferenciadas 
in vitro, éstas fueron re-estimuladas durante 4 horas a 37º C con PMA (0,05 μg/ml) e 
ionomicina (0,75 μg/ml).La concentración de las citoquinas TGF-β, IL-2 e IL-10 secretadas al 
medio de cultivo fue analizada por ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Asssay) (R&D 
Systems). 
 
8. Pacientes y voluntarios sanos 
Los pacientes con miocarditis aguda, miocarditis crónica, cardiomiopatía de takotsubo o Chagas 
fueron reclutados por el doctor Jesús Jiménez Borreguero en el Hospital de La Princesa. Tanto 
los pacientes como los voluntarios sanos que participaron en este estudio, fueron examinados 
mediante un ecocardiograma transtorácico para confirmar su estatus clínico (sanos o enfermos). 
Tras realizarse las pruebas diagnósticas de imagen, se extrajeron 4 ml de sangre periférica en 
tubo de EDTA para analizar las poblaciones de linfocitos CD4+ totales, TH17 y Treg circulantes, 
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así como los niveles de expresión de miRNAs en el plasma sanguíneo de los donantes. Los 
protocolos fueron aprobados por el Comité de Bioética del Hospital de La Princesa. Todos los 
participantes de este estudio firmaron el consentimiento informado tras ser informados 
detalladamente sobre los objetivos del estudio, los procedimientos empleados, los posibles 
beneficios y riesgos que éste conlleva y sobre la política de confidencialidad de sus datos 
personales. 
 
9. Aislamiento de linfocitos de sangre periférica de pacientes 
Los linfocitos de sangre periférica de los donantes voluntarios sanos y los pacientes con 
distintas cardiomiopatías se aislaron de la sangre por centrifugación en gradiente con Ficoll-
Paque PLUS (GE Healthcare). La sangre se diluyó con suero salino fisiológico (1:1), se 
depositó sobre Ficoll-Paque a temperatura ambiente, se centrifugó 20 minutos a 2.300 rpm a 25º 
C sin freno y se recogió la fracción que contenía los linfocitos, los monocitos y las plaquetas. A 
continuación se marcaron las células Treg sin activar o activadas con anti-OKT3 (10 µg/ml) 
durante 24 h, con anticuerpos CD4, CD25, CD69, CD45RA, CD45RO y FoxP3 y se analizaron 
por citometría de flujo. En el caso de los linfocitos TH17, las células fueron activadas con anti-
OKT3 (10 µg/ml) durante 24 h, reestimuladas con PMA (0,05 μg/ml), ionomicina (0,75 μg/ml) 
y brefeldina (1 μl/ml) durante 4 horas y marcadas con anticuerpos CD4 e IL-17 para analizarlas 
por citometría de flujo.  
 
10. Extracción de miRNAs de sangre periférica de pacientes 
Para separar el plasma sanguíneo de la sangre extraída a los pacientes y donantes sanos se 
centrifugó un mililitro de sangre con EDTA durante 20 minutos a 18.000 rpm a 4° C y se 
recogió la fase acuosa. Las muestras se lisaron con QIAzol Lysis Reagent (Qiagen) y los 
miRNAs presentes en el plasma sanguíneo se aislaron mediante el miRNeasy mini kit (Qiagen) 
para obtener RNAs pequeños de a partir de 18 nucleótidos de longitud. El RNA extraído se 
retrotranscribió a cDNA usando primers específicos para cada miRNA y se cuantificó como se 
describe en el apartado 12 (análisis por PCR cuantitativa) utilizando sondas TaqMan, es decir, 
sondas con marcajes de fluorocromos que utilizan la actividad 5’ nucleasa de la Taq polimerasa 
de DNA para detectar únicamente productos de amplificación específicos.  
 
11. Extracción de RNA de tejidos y suspensiones celulares  
Para cuantificar los niveles de expresión de los mRNAs y miRNAs de interés en las distintas 
poblaciones de linfocitos, las suspensiones celulares se centrifugaron 5 minutos a 3.500 rpm y 
lisadas con QIAzol Lysis Reagent (Qiagen). En el caso de las muestras de tejido cardíaco, se 
seccionaron los corazones longitudinalmente y se lisó una de las mitades con QIAzol Lysis 
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Reagent (Qiagen) y un homogeinizador T 10 Ultra-Turrax (Ika) hasta disgregarlas 
completamente. El RNA de las muestras lisadas se extrajo con el miRNeasy mini kit (Qiagen), 
un kit capaz de purificar el RNA total presente en una muestra, preservando los RNAs pequeños 
(desde 18 nucleótidos) como los miRNAs.   
 
12. Análisis por PCR cuantitativa 
Para cuantificar los niveles de expresión del RNA mensajero de los genes de interés, el RNA 
extraído se retrotranscribió a cDNA con el High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 
(Applied Biosystems) y la PCR cuantitativa se llevó a cabo con la enzima SYBR green master 
mix (Applied Biosystems) en un termociclador AB 7900 (Applied Biosystems) utilizando los 
siguientes oligonucleótidos: 
 
 
En el caso de los microRNAs, se sintetizó cDNA a partir de RNA total usando primers 
específicos para cada miRNA siguiendo el TaqMan microRNA assay protocol de Applied 
Biosystems. Este sistema permite amplificar miRNAs maduros en dos pasos: 1) síntesis de 
cDNA de cada miRNA usando primers específicos en stem-loop capaces de unirse a RNAs de 
sólo 22 nucleótidos aproximadamente y alargar su extremo 5’ y 2) cuantificación por PCR 
cuantitativa gracias a que el alargamiento del amplicón permite la unión de dos primers y una 
sonda necesarios para la cuantificación. Los primers utilizados (TaqMan microRNA assays, 
Applied Biosystems) y sus referencias fueron los siguientes: snoRNA202 (001232), 
snoRNA135 (001230), mmu-miR-155 (002571), mmu-miR-706 (001641), mmu-miR-721 
(001657), hsa-miR-17 (002308), hsa-miR-20a (000580) y dre-miR-301a (007574). 
 
13. Microarray de microRNAs 
Se extrajo el RNA total de los siguientes grupos de muestras: linfocitos T CD4+ naive WT y 
CD69KO activados con anti-CD3 y anti-CD28 (2 μg/ml); linfocitos WT y CD69KO TH17 
diferenciados in vitro de manera policlonal con anti-CD3 y anti-CD28 (2 μg/ml); y linfocitos 
 Secuencia 5’-3’ forward Secuencia 5’-3’ reverse 
β-Actina CGGAACCGCTCATTGCC ACCCACACTGTGCCCATCTA 
GAPDH TCCACCACCCTGTTGCTGTA ACCACAGTCCATGCCATCAC 
TGF-β CCGAAGCGGACTACTAT GTAACGCCAGGAATTGT 
IL-2 GTGCTCCTTGTCAACAGCG GGGGAGTTTCAGGTTCCTGTA 
IL-10 CCAAGCCTTATCGGAAATG TGGCCTTGTAGACACC 
FoxP3 CACCCAGGAAAGACAGCAACC GCAAGAGCTCTTGTCCATTGA 
AHR CGAGATCTCCAGCCCTTTCTC TTGCTTTTGGTGCGTATTGG 
SOCS1 CTGCGGCTTCTATTGGGGAC AAAAGGCAGTCGAAGGTCTCG 
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OTII y OTKO TH17 diferenciados in vitro de manera antígeno-específica con células APCs 
irradiadas presentando el péptido de la OVA. Con 500 ng de RNA total de cada muestra se llevó 
a cabo un perfil de expresión de microRNAs mediante un microarray de miRNAs (Agilent 
Technologies).  
 
De los resultados del microarray se extrajeron aquellos miRNAs cuya expresión difería en más 
de 1’8 veces entre las células WT y CD69KO y se buscaron sus dianas predichas en las bases de 
datos TargetScan y PicTar. Dado que es imposible predecir exactamente las dianas de un 
miRNA sólo en función de la complementariedad de secuencias porque los alineamientos casi 
perfectos entre un miRNA y su mRNA diana son poco corrientes en animales, es necesario 
recurrir a bases de datos como éstas, que proporcionan predicciones basadas en algoritmos que 
incorporan criterios basados tanto en la complementariedad de bases como en la conservación 
evolutiva. En el caso de los miRNAs que aparecían en las dos bases de datos, se tomaron sólo 
las dianas de la intersección entre ambas; mientras que en el caso de los miRNAs presentes sólo 
en TargetScan, se seleccionaron las dianas conservadas con sitios conservados. Finalmente, los 
miRNAs y sus potenciales dianas fueron analizados con Ingenuity, un programa informático 
capaz de priorizar las interacciones predichas entre miRNAs y mRNAs basándose en su 
contexto biológico y se seleccionaron únicamente aquellas interacciones relacionadas con 
funciones inmunológicas. 
 
14. Inmunoelectroforesis (Western Blot) 
Los corazones de ratón se lisaron y homogeneizaron con el T 10 Ultra-Turrax (Ika) en RIPA (20 
mM Tris HCl pH 7’4, 37 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0’1% SDS, 0‘5% 
deoxicolato sódico) con inhibidores de proteasas (PMSF, Sigma-Aldrich y Complete, Roche). 
Se cargaron 12 μg del extracto de proteínas en un gel de poliacrilamida con dodecilsulfato 
sódico (SDS) y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa Trans-Blot (BioRad). Los 
anticuerpos utilizados para revelar el WB fueron anti-β-actin (Santa Cruz Biotechnology), anti-
SOCS1 (Santa Cruz Biotechnology) y anti-AHR (Enzo Life Sciences). 
 
15. Inducción de la miocarditis experimental autoinmune (EAM) 
El modelo de ratón de la EAM se indujo en ratones CD69+/+ y CD69-/- con el fondo genético 
Balb/C mediante la inmunización de un péptido de la cadena pesada de la miosina-α específica 
de tejido cardíaco (MyHCα614-629; Ac-SLKLMATLFSTYASAD-OH) emulsionado con el 
adjuvante CFA (Complete Freund’s Adjuvant H37Ra, Difco Laboratories) en proporción 1:1. 
Los días 0 y 7 se inyectaron 100 μg del péptido emulsionado con CFA en un volumen final de 
200 μl/ratón y el día 21 se analizó la fase aguda de la enfermedad. La fase aguda se desarrolla a 
los 21 días, en la que se detectan infiltrados leucocitarios en el miocardio y anticuerpos anti-
42 
 
miosina cardiaca en el suero sanguíneo. La fase crónica de la enfermedad se desarrolla 
alrededor de 56 días después de la inmunización, cuando aparece fibrosis en el miocardio y 
pueden desarrollarse cardiomiopatías. 
 
16.  Tomografía Molecular de Fluorescencia (FMT) 
Los ratones WT y CD69KO se inyectaron por vía intravenosa con 2 nmoles de Neutrophil 
Elastase 680 FAST (Perkin Elmer), sonda que produce fluorescencia cuando se une a la elastasa 
activada producida por los neutrófilos, durante la fase aguda de la EAM. 24 horas después los 
ratones fueron depilados, anestesiados con ketamina (20 μl) y xilacina (15 μl) y analizados por 
tomografía molecular de fluorescencia (FMT 2500 Fluorescence Tomography System, 
PerkinElmer). La FMT es una modalidad de tomografía óptica que permite obtener la 
distribución espacial 3D de la concentración de sondas moleculares fluorescentes en animales 
pequeños in-vivo de forma no invasiva. Las sondas fluorescentes se excitan y emiten en la zona 
NIR del espectro electromagnético (luz casi infrarroja, 600 nm-900 nm). Los resultados 
obtenidos fueron reconstruidos con el programa informático TrueQuant 3D (Perkin Elmer) para 
obtener la distribución espacial tridimensional de la concentración de la sonda molecular 
fluorescente en el corazón de los ratones. Para discriminar la fluorescencia inespecífica, se 
escanearon algunos ratones sin tratar inyectados con la sonda, de forma que pudiera establecerse 
el umbral correcto para cuantificar la señal fluorescente de los ratones tratados. 
 
17. Análisis estadísticos 
Los datos por pares se analizaron con el test estadístico t de Student y las diferencias se 
consideraron estadísticamente significativas cuando los valores de P fueron P ≤ 0’05. Las 
comparaciones entre varios grupos se hicieron mediante el análisis de la varianza (ANOVA, 
ANalysis Of Variance) de una vía y la prueba de rango post hoc de Bonferroni. Dichos análisis 
estadísticos fueron realizados utilizando los programas Microsoft Excel 2007 (Microsoft Office) 
y Prism 5 (GraphPad Software). 
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1. Papel de CD69 en el desarrollo de las células nTregs y en la diferenciación y la función de 
las células iTregs. 
1.1. Proporción de células nTregs en el timo de ratones WT y CD69KO. 
1.2. Desarrollo de las nTregs en el timo de ratones WT y CD69KO en cultivos ex vivo. 
1.3. Diferenciación in vitro de células iTregs WT y CD69KO. 
1.4. Fenotipo de las células iTregs WT y CD69KO diferenciadas in vitro. 
1.5. Estudio de la función supresora de las células iTregs WT y CD69KO diferenciadas 
in vitro. 
 
2. Regulación de la expresión de miRNAs mediada por CD69 en TH17 y Tregs 
2.1. Análisis por microarray de miRNAs en linfocitos CD4+ naive y TH17 WT y 
CD69KO. 
2.2. Niveles de expresión de miRNAs en linfocitos TH17 diferenciados in vitro. 
2.3. Niveles de expresión de miRNAs en linfocitos TH17 generados in vivo. 
2.4. Niveles de expresión de miRNAs en linfocitos iTregs diferenciados in vitro. 
2.5. Niveles de expresión de miRNAs en linfocitos Tregs generados in vivo. 
2.6. Niveles de expresión de miRNAs en linfocitos T CD4+ naive. 
 
3. Estudio de la expresión de las dianas predictivas de miR-721 y miR-155. 
3.1. Estudio de la expresión de las dianas predictivas en linfocitos T CD4+ naive. 
3.2. Estudio de la expresión de las dianas predictivas en linfocitos Tregs generados in 
vivo.  
3.3. Estudio de la expresión de las dianas predictivas en linfocitos TH17 generados in 
vivo. 
 
4. Papel de los miRNAs mediado por CD69 en el modelo animal de miocarditis experimental 
autoinmune. 
4.1. Niveles de expresión de miRNAs en corazón. 
4.2. Niveles de expresión de posibles dianas en corazón. 
4.3. Niveles de expresión de miRNAs en suero sanguíneo. 
 
5. Análisis de linfocitos TH17, células T reguladoras y expresión de miRNAs en la sangre de 
pacientes con cardiomiopatías. 
5.1. Análisis de linfocitos T CD4+ totales en sangre. 
5.2. Análisis de linfocitos TH17 en sangre.  
5.3. Análisis de linfocitos Tregs totales, naive y de memoria en sangre. 
5.4. Niveles de expresión de miRNAs en el plasma sanguíneo. 
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1. Papel de CD69 en el desarrollo de las células nTregs y en la diferenciación y la función 
de las células iTregs. 
 
1.1. Estudio de las células nTregs en el timo de ratones CD69WT y CD69KO. 
Para explorar el papel de CD69 en las células T reguladoras naturales (nTregs) analizamos el 
porcentaje de células nTregs presentes en los timos de ratones WT y CD69KO de 4, 12 y 20 
semanas de edad. De esta forma observamos que mientras que la proporción de células CD4+ 
simples positivas (CD4SP) no se ve afectada en los ratones CD69KO, la población de nTregs en 
el timo de los ratones de 4 semanas deficientes en CD69 está reducida significativamente (Fig. 
1).  
 
 
 
 
Figura 1. La deficiencia en CD69 reduce significativamente la población de nTregs en el timo de 
animales de 4 semanas sin afectar a la proporción de timocitos CD4+ simples positivos (CD4SP) 
totales. (a) Dot plots representativos de la proporción de timocitos CD4+ simples positivos (CD4SP) 
totales y de nTregs en los timos de ratones WT y CD69KO de 4, 12 y 20 semanas de edad. (b) Porcentaje 
de timocitos CD4SP y nTregs en los timos de ratones WT y CD69KO de 4, 12 y 20 semanas de edad. Las 
barras de error representan la media ± SD de 3 experimentos independientes (n = 3). (*** P < 0.001, T de 
Student).  
 
Sin embargo, los ratones CD69KO no tienen alterada la homeostasis de las células Treg CD4+ 
FoxP3+ en los órganos linfoides secundarios, ya que no existen diferencias significativas en los 
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porcentajes de células Treg ni en el bazo ni en los ganglios meséntericos ni periféricos entre los 
ratones WT y los ratones deficientes en CD69 a 4, 12 y 20 semanas de edad (Fig. 2). 
 
 
Figura 2. La deficiencia en CD69 no altera la proporción de células Tregs en los órganos linfoides 
secundarios. Izquierda, Dot plots representativos de las células Tregs en el bazo y en los ganglios 
mesentéricos (G. mesent) y periféricos (G. perifér.) de ratones WT y CD69KO de 4, 12 y 20 semanas de 
edad. Derecha, Histogramas. Las barras de error representan la media ± SD de 3 experimentos 
independientes (n = 3). Las diferencias mostradas no son significativas (P > 0.05, T de Student). 
 
 
1.2. Desarrollo de las nTregs en el timo de ratones WT y CD69KO en cultivos ex vivo. 
Para investigar si CD69 tiene algún papel en la generación de las células T reguladoras naturales 
en el timo, se realizaron cultivos de timos fetales (FTOC, Fetal Thymus Organ Culture) con 
lóbulos tímicos de embriones de ratones WT y CD69KO de 16,5 días de edad y los analizamos 
durante 15 días. El análisis reveló que la ausencia de CD69 no afecta a la diferenciación de los 
timocitos CD4+ simples positivos (CD4SP) totales, pero sí reduce significativamente la 
generación de nTregs en el timo (Fig. 3).   
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Figura 3. La expresión de CD69 es necesaria para la generación de las células nTregs, pero no para 
la formación de los timocitos CD4SP totales. (a) Izquierda, dot plots representativos de la 
diferenciación de timocitos CD4SP en lóbulos tímicos de embriones de ratones CD69+/+ y CD69-/- en 
cultivos FTOC a diferentes días. Derecha, cinética de generación de células CD4SP en cultivos FTOC de 
ratones CD69+/+ y CD69-/- en términos absolutos. Los valores fueron relativizados a los datos de los 
lóbulos control WT en 4 experimentos independientes. Las diferencias mostradas no son significativas (P 
> 0.05, T de Student). (b) Izquierda, dot plots representativos de un FTOC a día 15 mostrando que los 
timocitos CD4SP de lóbulos CD69KO contienen menor proporción de células nTregs que los WTs. 
Derecha, cinética de generación de células nTregs en cultivos FTOC de ratones CD69+/+ y CD69-/- en 
términos absolutos. Los valores fueron relativizados a los datos de los lóbulos control WT en 4 
experimentos independientes. (* P < 0.05, ** P < 0.01, T de Student). 
 
 
1.3. Diferenciación in vitro de células iTregs WT y CD69KO. 
Para investigar si CD69 también condiciona la diferenciación de las iTregs, se aislaron 
linfocitos T CD4+ naive de bazo y ganglios mesentéricos de ratones transgénicos OTII y OTKO 
(ratones caracterizados por expresar un TCR que reconoce específicamente el péptido 323-339 
de OVA en el contexto de I-Ab) y se cultivaron 72 h con IL-2 y TGF-β en presencia de células 
presentadoras de antígenos irradiadas y el péptido de la OVA. El análisis del cultivo reveló que 
no hay diferencias significativas en la diferenciación in vitro de células T CD4+ naive en iTregs 
entre los ratones WTs y KOs, sugiriendo que la ausencia de CD69 no altera la generación de los 
linfocitos T reguladores inducibles (Fig. 4). 
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Figura 4. La ausencia de CD69 no afecta a la diferenciación in vitro de los linfocitos iTregs. Análisis 
por citometría de flujo con los porcentajes representativos de iTregs CD4+ FoxP3+ diferenciadas in vitro a 
partir de células T CD4+ naive OTII y OTKO cultivadas durante 72 h con IL-2, TGF-β y células 
presentadoras de antígenos irradiadas en presencia de OVAp. Los datos representan la media aritmética ± 
SD de 9 experimentos independientes (n = 3). La diferencia mostrada no es significativa (P > 0.05, T de 
Student). 
 
 
1.4. Fenotipo de las células iTregs WT y CD69KO diferenciadas in vitro. 
Para determinar el fenotipo de las células iTregs diferenciadas in vitro deficientes en CD69, se 
analizaron distintos marcadores relacionados con las células T reguladoras por citometría de 
flujo. No se encontraron diferencias significativas entre ambos genotipos en ninguno de los 
marcadores analizados (Fig 5).  
 
 
 
Figura 5. La ausencia de CD69 no afecta al fenotipo de las iTregs diferenciadas in vitro. Análisis por 
citometría de flujo de la expresión de distintos marcadores en células iTregs diferenciadas in vitro de 
ratones CD69+/+ y CD69-/-. Histogramas representativos de 7 experimentos independientes (n = 3). Las 
curvas grises corresponden a los controles negativos. 
 
También se analizaron los patrones de expresión de las citoquinas TGF-β, IL-2 e IL-10 por 
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ionomicina durante 4 horas las células que habían sido polarizadas hacia iTregs y se midieron 
los niveles de expresión de RNA mensajero mediante qPCR, y de proteína mediante ELISA. No 
se encontraron diferencias significativas en la expresión de TGF-β ni IL-2 entre las iTregs WT y 
CD69KO, pero se detectó una significativa reducción de la expresión de la IL-10 en las células 
CD69KO respecto a las WTs tanto a nivel de mRNA como de proteína (Fig. 6).  
 
 
 
Figura 6. Las iTregs CD69KO expresan menos IL-10 que las iTregs WT. (a) Niveles de expresión de 
TGF-β, IL-2 e IL-10 a nivel de RNA mensajero medidos por qPCR en células iTregs WT y CD69KO 
diferenciadas in vitro. (b) Análisis de la secreción de TGF-β, IL-2 e IL-10 de células iTregs WT y 
CD69KO diferenciadas in vitro medidos por ELISA. Las barras representan la media aritmética ± SD de 
un experimento representativo de 3 independientes (n = 3) (* P < 0.05, T de Student). 
 
También se analizaron los niveles del factor de transcripción FoxP3, el principal regulador del 
desarrollo y la funcionalidad de las células T reguladoras, y no se encontraron diferencias en los 
niveles del mRNA ni de la proteína entre iTregs WT y CD69KO diferenciadas in vitro (Fig. 7).  
 
 
 
 
 
 
Figura 7. La ausencia de CD69 no afecta a los niveles de FoxP3 de las células iTregs diferenciadas 
in vitro. Niveles de expresión de RNA mensajero de FoxP3 (izquierda) y de proteína (derecha) en células 
iTregs WT y CD69KO diferenciadas in vitro medidos por qPCR y por citometría de flujo 
respectivamente. El histograma representa la media aritmética ± SD de 4 experimentos independientes (n 
= 3). La diferencia mostrada no es significativa (P > 0.05, T de Student). 
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1.5. Estudio de la función supresora de las células iTregs WT y CD69KO diferenciadas in 
vitro.  
Dado que entre los mecanismos de supresión de las células Tregs está la inhibición de la 
respuesta efectora mediante la secreción de IL-10, se investigó si la reducción en la expresión de 
esta citoquina por parte de las células iTregs CD69KO podría tener consecuencias en su 
funcionalidad. Primeramente se llevaron a cabo ensayos de proliferación con timidina tritiada en 
cultivos de diferenciación in vitro de iTregs y no se encontraron diferencias en la proliferación 
entre las células iTregs WT y CD69KO (Fig. 8).  
 
      
 
 
 
 
Figura 8. La ausencia de CD69 no afecta a la capacidad de proliferación de las iTregs diferenciadas 
in vitro. Ensayo de proliferación mediante la incorporación de timidina tritiada (T3H) en cultivos de 
diferenciación de iTregs WT y CD69KO. El histograma representa la media aritmética ± SD de 3 
experimentos independientes (n = 2). La diferencia mostrada no es significativa (P > 0.05, T de Student). 
 
A continuación se hicieron ensayos de supresión en los que se co-cultivaron iTregs 
diferenciadas in vitro con células T convencionales en presencia de anti-CD3 y anti-CD28, 
donde se analizó la capacidad de proliferanción de las Tconv en presencia de Tregs. El análisis 
de la proliferación de las células T convencionales reveló que las cultivadas con las células 
iTregs CD69KO proliferan más que las cultivadas con iTregs WT y, por tanto, que las células 
iTregs CD69KO tienen alterada su capacidad supresora de la actividad inmune en comparación 
con las iTregs WT (Fig. 9). 
 
      
Figura 9. Las células iTregs CD69KO tienen inhibida su capacidad supresora. Análisis de la 
proliferación de células T convencionales CD4+ naive en cultivos de supresión con células iTregs WT ó 
CD69KO diferenciadas in vitro, por incorporación de T3H, (a) o mediante dilución del marcaje con 
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CellTrace Violet (b). (c) Cuantificación de la capacidad supresora de las células Tregs inducibles WT y 
CD69KO en ensayos de supresión. Las barras de error representan la media ± SD. (* P < 0.05, ** P < 
0.01, T de Student). 
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2. Regulación de la expresión de miRNAs mediada por CD69 en TH17 y Tregs 
CD69 es una molecula importante en la diferenciación de células T reguladoras y un potente 
inhibidor de la diferenciación de TH17, tanto en homeostasis como en situaciones de 
inflamación. Dado que los miRNAs desempeñan un papel crucial en la inmunidad innata y 
adaptativa controlando tanto la diferenciación de muchos tipos celulares como sus funciones 
inmunológicas, investigamos el papel de los miRNAs regulados por CD69 en el balance entre 
TH17 y Tregs. 
 
1.6. Análisis por microarray de miRNAs en linfocitos CD4+ naive y TH17 WT y CD69KO. 
Como primer abordaje se realizó un microarray para analizar e identificar los miRNAs de ratón 
cuya expresión difería entre muestras WT y CD69KO: 1) de células CD4+ naive; 2) de linfocitos 
TH17 diferenciados in vitro estimulados de manera policlonal con anti-CD3 y anti-CD28; ó 3) 
de linfocitos OTII y OTKO TH17 diferenciados in vitro estimulados de manera antígeno-
específica con células APCs irradiadas presentando el péptido de la OVA.  
  
Mediante esta aproximación se identificaron 80 miRNAs cuya expresión era al menos 1,8 veces 
mayor o menor en las células CD69KO que en las WTs. Algunos miRNAs se expresan de forma 
diferente en presencia/ausencia de CD69 sólo en las células CD4+ naive, sólo en las TH17 
estimuladas policlonalmente o sólo en las TH17 estimuladas de manera Ag-específica; mientras 
que la expresión de otros miRNAs aumenta o disminuye en las células CD69KO respecto a las 
WT en varias de las poblaciones celulares estudiadas (Fig. 10; Tabla S1). 
 
 
 
 
-10
-5
0
5
10
Fo
ld
 c
ha
ng
e 
KO
 v
s W
T 
Naive CD4 T cells Polyclonal Th17 cells
A 
B 
53 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Figura 10. Variabilidad en la expresión de miRNAs en linfocitos CD4+ naive y/o TH17 deficientes en 
CD69 respecto a las células WT. (a) Diagrama de Venn representando el número de miRNAs 
expresados diferencialmente entre WT y CD69KO de linfocitos CD4+ naive y/o en linfocitos TH17. 
Análisis del microarray de miRNAs. Incremento o reducción de los niveles de expresión entre células 
CD69KO y WT de miRNAs cuya expresión varía en células T CD4+ no polarizadas (b); sólo en linfocitos 
TH17 diferenciados in vitro estimulados de manera policlonal (c); sólo en linfocitos TH17 diferenciados in 
vitro estimulados de manera antígeno específica (d); o en ambas poblaciones de linfocitos TH17 
diferenciados in vitro y en las tres poblaciones analizadas (e).  
 
Una vez identificados los miRNAs cuya expresión varía en ausencia de CD69 en las muestras 
analizadas, se llevó a cabo un análisis predictivo con las bases de datos TargetScan y PicTar 
para buscar las posibles dianas de estos miRNAs. La introducción de los miRNAs de interés en 
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esta base de datos devolvió una cantidad enorme de genes potencialmente regulados por cada 
miRNA, entre los cuales destacan SOCS1, S1P1, AHR, STAT3 y RORγt por sus conocidas 
funciones en la biología de los linfocitos TH17 y T reguladores (Fig. 11).  
 
En concreto, se encontró que miR-155 regula al supresor de la señalización de citoquinas 1 
(SOCS1), un regulador negativo de la vía Jak/Stat que juega un papel muy importante en la 
integridad y la funcionalidad de las Tregs manteniendo la expresión de FoxP3 y suprimiendo la 
producción de IFN-γ e IL-17 a través de los factores de transcripción STAT1 y STAT3. De 
hecho, esta predicción ya ha sido confirmada y descrita en distintos trabajos (Lu et al., 2009; 
Yao et al., 2012). MiR-155 presenta otra posible diana con funciones inmunológicas, el receptor 
1 de la esfingosina 1-fosfato (S1P1), una proteína que participa en la salida de los linfocitos de 
los ganglios linfáticos y que es regulado por CD69 durante la respuesta inmune. S1P1 también 
aparece como una potencial diana de miR-721 y miR-301a, miRNAs que a su vez podrían 
regular la expresión del receptor del aril-hidrocarburo (AHR), un receptor expresado por las 
células T reguladoras y las TH17 que puede tener efectos opuestos en la diferenciación de estos 
tipos celulares en función del ligando. miR-706 también presenta como diana posible al AHR. 
Por último, entre las posibles genes dianas de los miRNAs miR-17 y miR-20a se encuentran el 
Receptor Nuclear Huérfano Relacionado con el Ácido retinoico γt (RORγt, Retinoic Acic-
Related Orphan Receptor gamma t), el principal regulador de la diferenciación de los linfocitos 
TH17, y el Transductor de Señal y Activador de la Transcripción 3 (STAT3), el factor de 
transcripción que induce RORγt y down-regula FoxP3 (Fig. 11). 
 
miRNA  
EXPRESIÓN EN CÉLULAS KO vs WT 
(nº veces) 
GENES 
DIANA FUNCIONES DE LOS GENES DIANA  CD4+ 
naïve 
TH17 
policlonales 
TH17 
Ag-específic 
miR-155   4,3 -1,8 
SOCS1 
S1P1 
Inhibe la capacidad competitiva de las Treg. 
Favorece la salida de las células T de los ganglios 
linfáticos y la diferenciación de las TH17.  
miR-721    -190 CD69 
AHR 
S1P1 
Control negativo interno.  
Controla la diferenciación de las Treg y TH17. 
Favorece la salida de las células T de los ganglios 
linfáticos y la diferenciación de las TH17. miR-301a  5,1  5,6 
miR-706   -3,7 -15,1 AHR Controla la diferenciación de las Treg y TH17. 
miR-17  2,4   CD69 STAT3 
RORγt 
Control negativo interno. 
Induce RORγt y down-regula FoxP3. 
El principal regulador de las TH17 .  miR-20a   2,3  
 
Figura 11. Análisis de las posibles dianas para los microRNAs miR-155, miR-721, miR-301a, miR-
706, miR-17 y miR-20a. Izquierda, miRNAs expresados diferencialmente en linfocitos T CD4+ naive y/o 
en linfocitos TH17 diferenciados in vitro de WT o KO. Los números representan la cantidad de veces que 
aumenta o disminuye la expresión del miRNA en las células CD69KO respecto a las WTs. Derecha, 
dianas predichas de cada miRNA y sus funciones descritas.  
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1.7. Niveles de expresión de miRNAs en linfocitos TH17 diferenciados in vitro. 
Para validar la expresión de los microRNAs de interés, se generaron nuevas muestras de 
linfocitos TH17 diferenciados in vitro estimulados de forma antígeno-específica y se analizó la 
expresión de los mismos. Tras el análisis de la expresión de miR-155, miR-706, miR-721, miR-
17, miR-20a y miR-301a por qPCR, se encontró una disminución en la expresión de miR-721 
por parte de las células CD69KO en comparación con las WTs y un aumento en la expresión de 
miR-301a (Fig. 12), ambos resultados consistentes con los obtenidos en el microarray (Fig. 11). 
Sin embargo, hay que tener en cuenta las limitaciones de los cultivos de diferenciación celular. 
Como puede observarse en la figura 12a, las muestras generadas no contienen un 100% de 
células TH17 y, por tanto, es importante valorar la presencia de otros tipos celulares a la hora de 
interpretar los resultados obtenidos con dichas muestras.  
 
 
Figura 12. Niveles de expresión de miRNAs en linfocitos TH17 diferenciados in vitro. (a) Dot plot 
representativo del porcentaje de linfocitos TH17 diferenciados in vitro de manera antígeno-específica. (b) 
Expresión relativa de los miRNAs seleccionados en linfocitos TH17 diferenciados in vitro WT y CD69KO 
cuantificada mediante qPCR. El histograma representa la media aritmética ± SD de 4 experimentos 
independientes (n = 3) (* P < 0.05, T de Student). 
  
 
1.8. Niveles de expresión de miRNAs en linfocitos TH17 generados in vivo. 
Para optimizar la pureza de linfocitos TH17 presentes en las muestras analizadas, se generaron 
células TH17 in vivo mediante la inmunización de ratones con un péptido derivado de la cadena 
pesada α de la miosina cardiaca (MyHCα) emulsionado con CFA (Complete Freund’s 
Adjuvant). Se obtuvieron las células de los ganglios linfáticos drenantes y tras cultivarlas con 
con el péptido MyHCα e IL-23 y marcarlas con IL-17 intracelular, se aislaron los linfocitos 
TH17 mediante sorting. Las muestras obtenidas, que contenían más de un 90% de células TH17, 
fueron analizadas por qPCR. Estos experimentos demostraron que la ausencia de CD69 en las 
células TH17 reduce significativamente la expresión de miR-706, miR-17, miR-20a y miR-301a, 
mientras que la expresión de miR-721 se encuentra muy aumentada (Fig. 13). 
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Figura 13. Niveles de expresión de miRNAs en linfocitos TH17 generados in vivo. (a) Dot plot 
representativo del porcentaje de linfocitos TH17 generados in vivo y aislados mediante sorting. (b) 
Análisis por qPCR de la expresión relativa de los miRNAs expresados en linfocitos TH17 WT y CD69KO 
generados in vivo. El histograma representa la media aritmética ± SD de un experimento representativo de 
2 experimentos independientes (n = 6) (* P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001, T de Student).  
 
 
1.9. Niveles de expresión de miRNAs en linfocitos Tregs inducibles diferenciados in vitro. 
Después de encontrar diferencias en el patrón de expresión de distintos miRNAs en linfocitos 
TH17 deficientes en CD69 en comparación con los WT, quisimos estudiar estos miRNAs en las 
células T reguladoras. Para ello se polarizaron células T CD4+ naive OTII y OTKO hacia Tregs 
co-cultivándolas con IL-2 y TGF-β junto con células presentadoras de antígenos irradiadas y en 
presencia del péptido de la OVA. Las células Tregs CD69KO diferenciadas in vitro mostraron 
niveles de expresión menores de miR-155, miR-721, miR-17 y miR-20a que las Tregs WTs, 
pero un nivel de expresión mayor de miR-301a (Fig. 14). 
 
                 
 
Figura 14. Niveles de expresión de miRNAs en linfocitos Tregs inducibles diferenciados in vitro. (a) 
Dot plot representativo del porcentaje de linfocitos Tregs inducibles diferenciados in vitro. (b) Análisis 
por qPCR de la expresión relativa de miRNAs en linfocitos Tregs WT y CD69KO diferenciados in vitro . 
El histograma representa la media aritmética ± SD de 4 experimentos independientes (n = 3) (* P < 0.05, 
T de Student). 
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1.10. Niveles de expresión de miRNAs en linfocitos Tregs generados in vivo. 
De nuevo con el objetivo de incrementar la pureza de las Tregs en las muestras analizadas, se 
realizó su generación in vivo. Se obtuvieron nuevamente de ratones inmunizados con el péptido 
(MyHCα) y se extrajeron del bazo y los ganglios linfáticos drenantes, pero en este caso las 
células T CD4+ CD25+ se aislaron directamente mediante separación magnética. El análisis por 
qPCR reveló una disminución significativa en la expresión de miR-706 y miR-721 por parte de 
las células Tregs CD69KO en comparación con las WTs (Fig. 15). 
 
  
 
 
Figura 15. Niveles de expresión de miRNAs en linfocitos Tregs generados in vivo. (a) Dot plot 
representativo del porcentaje de linfocitos Tregs aislados. (b) Expresión relativa de miRNAs en linfocitos 
Tregs WT y CD69KO cuantificada mediante qPCR. El histograma representa la media aritmética ± SD de 
2 experimentos independientes (n = 6) (* P < 0.05, ** P < 0.01, T de Student). 
 
 
1.11. Niveles de expresión de miR-721 en linfocitos T CD4+ naive. 
Tras observar que miR-721 es el único miRNA de entre los miRNAs estudiados cuyos niveles 
de expresión varían de forma opuesta en los linfocitos TH17 deficientes en CD69 que en los T 
reguladores, se investigó su expresión en las células T CD4+ naïve. Se observó que las células 
CD4+ naïve CD69KO expresan más miR-721 que las WTs, pero en niveles muy inferiores a los 
de los linfocitos diferenciados. Las células Tregs expresan significativamente más miR-721 que 
las células T CD4+ naïve, y a su vez, los linfocitos TH17 expresan cantidades muy superiores a 
las de las células T naïve y T reguladoras (Fig. 16). 
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Figura 16. Niveles de expresión de miR-721 en células T CD4+ naive, Tregs y TH17. (a) Expresión 
relativa de miR-721 en células T CD4+ naive WT y CD69KO. El histograma representa la media 
aritmética ± SD (n = 6) (* P < 0.05, ** P < 0.01, T de Student). (b) Expresión relativa de miR-721 en 
células T CD4+ naive, Tregs y TH17 WT y CD69KO. Las barras de error representan la media ± SD. (* P 
< 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001, T de Student). 
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3. Estudio de la expresión de las dianas predictivas de miR-721 y miR-155.  
Viendo ya que CD69 podría estar regulando la expresión de varios microRNAs en las células T 
CD4+ naive, en las células T reguladoras y en las células TH17, a continuación investigamos la 
expresión de las dianas predictivas de estos miRNAs. Dado que los resultados más 
prometedores fueron los obtenidos con el miR-721, se analizaron los niveles de expresión de 
RNA mensajero y de proteína de una de sus dianas predictivas más interesantes: el receptor del 
aril-hidrocarburo (AHR), un receptor expresado, entre otras, por las células T reguladoras y las 
células TH17 que puede tener efectos opuestos en la diferenciación de estos tipos celulares en 
función del ligando que se le una (Quintana et al., 2008).  
 
Además, estudiamos la expresión del supresor de la señalización de citoquinas 1 (SOCS1), 
diana de miR-155, un regulador negativo de la vía Jak/Stat que juega un papel muy importante 
en la integridad y la funcionalidad de las Tregs manteniendo la expresión de FoxP3 y 
suprimiendo la producción de IFN-γ e IL-17 a través de los factores de transcripción STAT1 y 
STAT3 (Lu et al., 2010). 
 
 
1.12. Estudio de la expresión de las dianas predictivas en linfocitos T CD4+ naive. 
Se analizaron los niveles de expresión de RNA mensajero de AHR y de SOCS1 en los linfocitos 
T CD4+ naive, no encontrándose diferencias significativas en su expresión entre las células WT 
y CD69KO (Fig. 17). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Niveles de mRNA de AHR y SOCS1 en linfocitos T CD4+ naive WT y CD69KO. 
Expresión relativa de mRNA de AHR y SOCS1 en linfocitos T CD4+ naive WT y CD69KO medidos por 
qPCR. Las barras de error representan la media ± SD (n = 6). Las diferencias mostradas no son 
significativas (P > 0.05, T de Student).  
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El marcaje con un anticuerpo anti-AHR y el posterior análisis por citometría de flujo no 
revelaron diferencias significativas en la expresión de AHR entre los linfocitos T CD4+ naive 
WT y CD69KO (Fig. 18).  
 
             
 
           
 
  
              
Figura 18. Expresión del AHR en linfocitos T CD4+ naive WT y CD69KO. (a) Histograma 
representativo de la expresión de AHR en linfocitos T CD4+ naive WT y CD69KO analizada por FACS. 
(b) Cuantificación de la media de la intensidad de la fluorescencia de la expresión de AHR en linfocitos T 
CD4+ naive WT y CD69KO. Las barras de error representan la media ± SD de 3 experimentos 
independientes (n = 6). Las diferencias mostradas no son significativas (P > 0.05, T de Student). 
 
 
1.13. Estudio de la expresión de las dianas predictivas en linfocitos Tregs generados in 
vivo.  
A continuación se estudiaron los niveles de mRNA de AHR y SOCS1 en los linfocitos T 
reguladores generados in vivo y aislados por separación magnética. El análisis por qPCR reveló 
que no hay diferencias significativas en los niveles de mRNA de AHR y SOCS1 entre las 
células Tregs WT y CD69KO (Fig. 19).  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Expresión de mRNA de AHR y SOCS1 en linfocitos Tregs WT y CD69KO. Análisis por 
qPCR de la expresión relativa de AHR y SOCS1 a nivel de RNA mensajero en linfocitos Tregs WT y 
CD69KO generados in vivo. Las barras de error representan la media ± SD (n = 6). Las diferencias 
mostradas no son significativas (P > 0.05, T de Student).  
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El marcaje de AHR por citometría de flujo tampoco mostró ninguna diferencia significativa en 
los niveles de expresión de AHR entre las Tregs WT y CD69KO (Fig. 20).  
 
             
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. Expresión de AHR en linfocitos Tregs WT y CD69KO. (a) Dot plots representativos de las 
células Tregs generadas in vivo. (b) Histograma representativo de la expresión de AHR en linfocitos 
Tregs WT y CD69KO. (c) Cuantificación del porcentaje de células Tregs AHR+ y de la media de la 
intensidad de la fluorescencia de AHR en linfocitos Tregs WT y CD69KO generados in vivo medida por 
citometría de flujo. Las barras de error representan la media ± SD de 3 experimentos independientes (n = 
6). Las diferencias mostradas no son significativas (P > 0.05, T de Student). 
 
 
1.14. Estudio de la expresión de las dianas predictivas en linfocitos TH17 generados in 
vivo. 
Por último se exploró la expresión del AHR en los linfocitos TH17 generados in vivo. En estas 
células se encontró un aumento significativo de los niveles de mRNA en las TH17 CD69KO 
respecto a las WTs, mientras que en el caso de SOCS1 no se encontró ninguna diferencia 
significativa entre los ratones WT y los CD69KO (Fig. 21). 
  
 
 
 
 
 
Figura 21. Análisis de mRNA de AHR y SOCS1 en linfocitos TH17 WT y CD69KO. Expresión 
relativa de AHR y SOCS1 a nivel de RNA mensajero en linfocitos TH17 WT y CD69KO generados in 
vivo y analizados por qPCR. Las barras de error representan la media ± SD de 2 experimentos 
independientes (n = 6). (** P < 0.01, T de Student). 
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Sin embargo, el análisis por citometría de flujo mostró que las células TH17 CD69KO expresan 
menos AHR a nivel de proteína que las TH17 WT, ya que aunque no hay diferencias en el 
porcentaje de células que expresan la proteína, la media de la intensidad de la fluorescencia del 
AHR es significativamente inferior en las TH17 CD69KO (Fig. 22). Teniendo en cuenta que las 
células TH17 deficientes en CD69 tienen cantidades de miR-721 mucho mayores que las TH17 
WT, una reducción en los niveles de AHR en las células CD69KO es coherente con una posible 
regulación del miRNA y su diana. Y el hecho de que haya una disminución en los niveles de 
proteína pero no de mRNA, sugiere que en el caso de que miR-721 regulara al AHR lo haría 
inhibiendo su traducción, método de regulación génica más habitual en animales (Wienholds 
and Plasterk, 2005). 
 
 
               
 
 
 
 
Figura 22. Expresión del AHR en linfocitos TH17 WT y CD69KO. (a) Dot plots representativos de las 
células TH17 generadas in vivo. (b) Histograma representativo de la expresión de AHR en linfocitos T 
CD4+ naive WT y CD69KO. (c) Cuantificación de la media de la intensidad de la fluorescencia de AHR 
en linfocitos TH17 WT y CD69KO generados in vivo medida por citometría de flujo. Las barras de error 
representan la media ± SD de 3 experimentos independientes (n = 6). (** P < 0.01, T de Student).  
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4. Estudio de la expresion de miR-721 y miR-155  en el modelo animal de miocarditis 
experimental autoinmune. 
Según los resultados obtenidos, los linfocitos T CD4+ naive, T reguladores y TH17 deficientes 
en CD69 tienen alterado el patrón de expresión de diversos microRNAs. Resultados previos de 
nuestro grupo muestran que la molécula CD69 limita la severidad de disfunción cardiaca en  el 
modelo de miocarditis experimental autoinmune (EAM) mediante el control de las respuestas 
TH17 (Cruz-Adalia et al., 2010). Por ello, utilizamos este modelo para investigar el papel de los 
miRNAs anteriormente citados en esta enfermedad. El modelo murino de  EAM se induce 
mediante la inmunización con un péptido derivado de la cadena pesada de la miosina-α 
(MyHCα) específica de tejido cardíaco emulsionado con el adjuvante CFA (Complete Freund’s 
Adjuvant), lo que provoca la activación y diferenciación de las células TH17 efectoras. Tras 21 
días de la inmunización, los ratones se encuentran en la fase aguda de la enfermedad, 
presentando inflamación en el miocardio y anticuerpos anti-miosina cardíaca en el suero. A los 
56 días aparece la fase crónica, caracterizada por la fibrosis y degeneración del miocardio y, 
como consecuencia, el desarrollo de cardiomiopatías.  
 
Para validar el modelo de la EAM con un método no invasivo, la respuesta inmune generada en 
la fase aguda de la EAM se caracterizó 21 días después de la inmunización con el péptido 
MyHCα. Para ello se inyectó una sonda fluorescente intravenosa que detecta elastasa activada y 
por tanto neutrófilos y focos de inflamación, y se examinaron los ratones mediante tomografía 
molecular de fluorescencia (FMT). Con esta técnica, confirmamos que los ratones CD69KO 
presentaban una mayor inflamación en el corazon que los ratones WT (Fig. 23). 
                 
 
 
 
Figura 23. Los ratones CD69KO presentan inflamación exacerbada en el miocardio durante la fase 
aguda de la EAM. (a) Imagen de tomografía molecular de fluorescencia mostrando la infiltración de 
netrófilos en el miocardio de ratones WT y CD69KO inmunizados subcutáneamente con CFA/MyHCα o 
CFA/PBS en el caso de los controles. (b) Intensidad de la sonda ProSense 750 FAST (que detecta elastasa 
activada) medida mediante tomografía molecular de fluorescencia en ratones WT y CD69KO durante la 
fase aguda de la EAM. Experimento representativo de un total de 3 experimentos independientes (n = 6 
ratones por grupo) (* P < 0.05, T de Student).  
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4.1. Niveles de expresión de miRNAs en corazón. 
Para investigar la expresión de los miRNAs durante la fase aguda del modelo de EAM, tras 
examinar la inflamación del miocardio mediante tomografía molecular de fluorescencia a día 
21, se sacrificaron los ratones y se les extrajo el corazón (Fig. 24).  
 
 
 
Figura 24. Modelo de miocarditis experimental autoinmune (EAM). El modelo de ratón de la EAM 
se induce mediante la inmunización de un péptido derivado de la cadena pesada de la miosina-α 
(MyHCα) emulsionado con el adjuvante CFA (Complete Freund’s Adjuvant) a días 0 y 7. A los 21 días, 
los ratones se encuentran en la fase aguda de la enfermedad, momento en el que se sacrificaron los 
animales y se extrajeron los corazones para estudiar la expresión de los miRNAs presentes. 
 
El análisis de los niveles de expresión de los miRNAs presentes en el corazón de los ratones 
durante la fase aguda de la EAM reveló un aumento significativo en la expresión de miR-721 en 
el corazón de los ratones enfermos, tanto WT como CD69KO, respecto a los ratones control. En 
cambio, no se encontraron diferencias significativas en los niveles de expresión de miR-155 en 
los corazones de los animales (Fig. 25).  
 
                                          
  
Figura 25. Niveles de expresión de miRNAs en corazón durante la fase aguda de la EAM. Expresión 
relativa de miR-721 y miR-155 en el corazón de ratones WT y CD69KO durante la fase aguda de la EAM 
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medida por qPCR. Las barras de error representan la media ± SD de 3 experimentos independientes (n = 
6). (* P < 0.05, ** P < 0.01, T de Student).  
 
 
4.2. Niveles de expresión de AHR y SOCS-1 en corazón. 
En cuanto a la expresión a nivel de RNA mensajero de las dianas de miR-721 y miR-155 en el 
corazón de los ratones durante la fase aguda de la EAM, el análisis mediante qPCR no reveló 
ninguna diferencia significativa en los niveles totales de AHR y SOCS1 en los corazones de los 
ratones WT o CD69KO, controles o tratados con el péptido inductor de la miocarditis (Fig. 26). 
 
                                        
 
Figura 26. Niveles de mRNA de AHR y SOCS1 en corazón durante la fase aguda de la EAM. 
Expresión relativa de AHR y SOCS1 a nivel de mRNA en el corazón de ratones WT y CD69KO durante 
la fase aguda de la EAM medida por qPCR. Las barras de error representan la media ± SD de 3 
experimentos independientes (n = 6). (* P < 0.05, ** P < 0.01, T de Student).  
 
También se cuantificaron mediante western blot los niveles de expresión de AHR y SOCS1 en 
el corazón de los animales durante la fase aguda de la EAM, encontrándose una tendencia 
estadísticamente no significativa en la que los ratones con miocarditis presentan niveles 
menores de las proteínas AHR y SOCS1 que los ratones sanos, y dentro de éstos, los ratones 
CD69KO menos aún que los ratones WT (Fig 27). El AHR por lo tanto estaría posiblemente 
inhibido en los corazones donde hay más expresión de miR-721, lo que podría indicar su 
regulación en EAM por este miRNA. 
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Figura 27. Niveles de expresión de las proteínas AHR y SOCS1 en corazón durante la fase aguda de 
la EAM. Niveles de expresión de AHR y SOCS1 analizados por western blot en el corazón de ratones 
WT y CD69KO aislados en la fase aguda de la EAM. Las barras de error representan la media ± SD de 3 
experimentos independientes (n = 6). (* P < 0.05, T de Student).  
 
 
4.3. Niveles de expresión de miRNAs en suero. 
Con el objetivo de encontrar un microRNA detectable en sangre que pueda servir como 
biomarcador diagnóstico, como marcador de la severidad de la miocarditis y/o como diana 
terapeútica de la enfermedad, se estudió el patrón de expresión de miRNAs en el suero de 
ratones con miocarditis autoinmune experimental. Para ello se extrajo sangre de los ratones 
durante la fase aguda de la EAM y se analizaron los niveles de miRNAs presentes en el suero 
mediante PCR cuantitativa. El resultado obtenido fue un aumento significativo de miR-721 y 
miR-155 en el suero de los ratones enfermos respecto a los animales control. Además se 
encontró que los ratones CD69KO con miocarditis expresaban más miR-721 en suero que los 
WT tratados con el péptido MyHC y que los controles, sugiriendo que  este miRNA podría 
estar, en efecto, relacionado con un incremento en TH17 y por tanto con la severidad de la 
enfermedad (Fig. 28). 
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Figura 28. Niveles de expresión de miRNAs en suero durante la fase aguda de la EAM. Expresión 
relativa de miR-721 y miR-155 en el suero sanguíneo de ratones WT y CD69KO durante la fase aguda de 
la EAM medida por qPCR. Las barras de error representan la media ± SD (n = 6). (* P < 0.05, ** P < 
0.01, T de Student).  
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5. Análisis de linfocitos TH17, células T reguladores y expresión de miRNAs en plasma de 
pacientes con cardiomiopatías. 
La miocarditis está caracterizada por la infiltración de células inflamatorias en el miocardio. 
Tras el proceso agudo, se produce una pérdida de cardiomiocitos y el desarrollo de fibrosis y 
necrosis en el miocardio, pudiendo aparecer remodelamiento de los ventrículos, disfunción 
permanente de la pared ventricular, cardiomiopatía dilatada, fallo cardiaco y arritmias. Con el 
objetivo de estudiar el papel de los linfocitos T CD4+ en el desarrollo de la enfermedad en 
humanos y su potencial como dianas terapéuticas, se analizaron estas poblaciones en la sangre 
de pacientes con miocarditis y cardiomiopatías dilatadas en comparación con donantes sanos. 
Además, se midieron los niveles de expresión de los microRNAs detectados en el modelo 
animal de miocarditis experimental autoinmune en el plasma sanguíneo de los pacientes y los 
sujetos control, para buscar un miRNA detectable en sangre que pudiera servir como 
biomarcador diagnóstico y/o como diana terapeútica de la enfermedad. 
 
 
5.1. Análisis de linfocitos T CD4+ totales en sangre de pacientes. 
Para cuantificar el porcentaje de linfocitos T CD4+ totales circulantes en la sangre de los 
pacientes y los controles, se aislaron linfocitos de sangre periférica anticoagulada con EDTA 
mediante un gradiente de densidad y se analizaron sus marcadores de membrana por citometría 
de flujo. El análisis reveló un aumento estadísticamente significativo en la proporción de células 
T CD4+ totales en la sangre de los pacientes con miocarditis aguda o takotsubo respecto a la de 
los sujetos sanos (Fig. 29).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 29. Análisis de linfocitos T CD4+ totales en sangre de pacientes con cardiomiopatías. 
Porcentajes de linfocitos T CD4+ totales presentes en la sangre de sujetos sanos y pacientes con 
miocarditis aguda, miocarditis crónica o cardiomiopatía de takotsubo analizados por citometría de flujo. 
(ns = diferencias no significativas, * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001, Análisis de varianza (ANOVA) 
de un factor). 
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5.2. Análisis de linfocitos TH17 en sangre de pacientes. 
Para analizar los porcentajes de células TH17 se aislaron los linfocitos de sangre periférica 
mediante un gradiente de densidad, se activaron con anti-OKT3, se reestimularon PMA, 
ionomicina y brefeldina y se marcaron con anti-CD4 y anti-IL-17. El análisis por citometría de 
flujo mostró que dentro de las células T CD4+ totales, los porcentajes de linfocitos TH17 en la 
sangre de los pacientes con miocarditis crónica o cardiomiopatía de takotsubo son similares a 
los de los controles sanos, mientras que los pacientes con miocarditis aguda presentan una 
proporción de linfocitos TH17 en sangre significativamente superior a la de los voluntarios sanos 
(Fig. 30), indicando que las respuestas TH17 podrían ser específicas de la fase aguda de esta 
enfermedad.  
 
       
 
Figura 30. Análisis de linfocitos TH17 en sangre de pacientes con miocarditis y cardiomiopatías 
dilatadas. Porcentajes de linfocitos TH17 relativo a las células T CD4+ totales presentes en la sangre de 
sujetos sanos y pacientes con miocarditis aguda, miocarditis crónica o cardiomiopatía de takotsubo 
analizados por citometría de flujo. (ns = diferencias no significativas, * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 
0.001, Análisis de varianza (ANOVA) de un factor). 
 
 
5.3. Análisis de linfocitos Tregs naive y de memoria en sangre. 
El análisis de los porcentajes de las células T reguladoras presentes en la sangre de enfermos de 
miocarditis y cardiomiopatías dilatadas englobó el estudio de las células Tregs totales, de las 
células Tregs naive y de las células Tregs de memoria. Para ello se activaron con OKT3 los 
linfocitos extraídos de la sangre y se analizaron las poblaciones CD4+ CD25+ FOXP3+ (Tregs 
totales), CD4+ CD25+ FOXP3+ CD45RA+ CD45RO- (Tregs naïve) y CD4+ CD25+ FOXP3+ 
CD45RA- CD45RO+ (Tregs de memoria). El resultado obtenido fue que los pacientes con 
takotsubo no presentan diferencias estadísticamente significativas en los porcentajes de células 
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T reguladoras en sangre periférica respecto a los voluntarios sanos. Sin embargo, los pacientes 
con miocarditis tanto aguda como crónica presentan unos porcentajes de células Treg totales 
significativamente inferiores a los de los sujetos control, debida probablemente a una 
significativa reducción de la población de Treg de memoria en estos pacientes, ya que la 
población de células Treg naive no está afectada en estos pacientes. (Fig. 31). 
 
Figura 31. Análisis de linfocitos Tregs en sangre de pacientes 
con miocarditis y cardiomiopatías dilatadas. Porcentajes de linfocitos Tregs totales, Tregs naive y 
Tregs de memoria presentes en la sangre de sujetos sanos y pacientes con miocarditis aguda, miocarditis 
crónica o cardiomiopatía de takotsubo analizados por citometría de flujo. (ns = diferencias no 
significativas, * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001, Análisis de varianza (ANOVA) de un factor). 
 
 
5.4. Niveles de expresión de miRNAs en el plasma sanguíneo. 
Por último, con el fin de validar nuestro estudio en los pacientes con cardiopatías, realizamos un 
análisis de los niveles de expresión de los miRNAs detectados en el modelo murino de EAM, en 
el plasma sanguíneo de sujetos sanos y enfermos con miocarditis aguda, miocarditis crónica y 
síndrome de takotsubo extrayendo el RNA total y cuantificando su expresión mediante qPCR. 
La tendencia observada fue un aumento en los niveles de expresión de miR-155 y sobre todo 
miR-721 en los pacientes con cardiomiopatías respecto a los sujetos sanos, mayor en los 
pacientes con miocarditis aguda que en los que se encuentran en la fase crónica de la 
enfermedad y especialmente en los pacientes con takotsubo (Fig. 32).  
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Figura 32. Niveles de expresión de miRNAs en el plasma sanguíneo de pacientes con miocarditis y 
cardiomiopatías dilatadas. Expresión relativa de miR-155 y miR-721 en el plasma sanguíneo de sujetos 
sanos y pacientes con miocarditis aguda, miocarditis crónica y síndrome de Takotsubo medida por qPCR. 
Las barras de error representan la media ± SD (Análisis de la varianza (ANOVA) de un factor). 
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1. Papel de CD69 en el desarrollo de las células Tregs naturales y en la diferenciación, el 
fenotipo y la funcionalidad de las células Tregs inducibles 
En los últimos años varios estudios en modelos animales de enfermedades inflamatorias 
realizados en ratones deficientes en CD69 han puesto de manifiesto el papel de esta molécula 
como regulador negativo de la respuesta inmune. La deficiencia de CD69 en el compartimento 
linfocitario incrementa la inflamación en los modelos animales de artritis inducida por colágeno, 
asma alérgico, dermatitis por contacto, miocarditis autoinmune y colitis (Cruz-Adalia et al., 
2010; Martin et al., 2010b; Radulovic et al., 2012; Radulovic et al., 2013; Sancho et al., 2003). 
Además, estudios moleculares han demostrado que CD69 inhibe la diferenciación y función de 
las células TH17, así como la función supresora de las Tregs, en un proceso dependiente de la 
activación de la vía de señalización Jak3/Stat5 (Cortes et al., 2014; Martin et al., 2010a; Martin 
and Sanchez-Madrid, 2011). Así, CD69 funciona como un modulador negativo de las respuestas 
inmunológicas mediadas por células T regulando el balance entre los linfocitos T reguladores y 
los TH17, y entre las citoquinas pro- y anti-inflamatorias, tanto en la homeostasis como en la 
inflamación (Martin and Sanchez-Madrid, 2011).  
 
En cuanto a los ligandos de CD69, se ha descrito recientemente por nuestro grupo que la 
Galectina-1, cuando se expresa en determinadas subpoblaciones de células dendríticas, se une a 
CD69 modulando la diferenciación y función de las células TH17 en ratón y humano (de la 
Fuente et al., 2014). Y más recientemente se ha descrito que el complejo de proteínas que unen 
calcio S100A8/S100A9 o calgranulina A y B, expresadas constitutivamente y secretadas por 
células mieloides incluyendo granulocitos, monocitos y DCs, es también un ligando soluble de 
CD69.  La unión de CD69 al complejo S100A8/S100A9 regula la expresión de SOCS3 
inhibiendo la vía de señalización de STAT3, al mismo tiempo que podría aumentar la secreción 
de TGF-β promoviendo la diferenciación de las células Treg. Por otro lado, esta unión reduce la 
producción de la citoquina IL-4 en las PBMCs (Lin et al., 2015). Estos trabajos ponen de 
manifiesto el interés creciente por este campo en los últimos años desde que la molécula CD69 
ha sido ligada al grupo de moléculas que regula los procesos anti-inflamatorios. 
 
La expresión del receptor de esfingolípidos S1P1 es necesaria para que los linfocitos puedan 
salir de los órganos linfoides (timo, nódulos linfáticos…) a través de los vasos linfáticos en 
respuesta a diferentes estímulos (Matloubian et al., 2004). CD69 controla la expresión de este 
receptor mediante el dominio helicasa 4 de membrana de S1P1, facilitando su internalización y 
degradación y, por tanto, regula la salida de los linfocitos de los órganos linfoides (Bankovich et 
al., 2010; Shiow et al., 2006). Además el receptor S1P1 es un antagonista de la generación de 
Tregs en el timo así como de su homeostasis y función supresora en periferia (Liu et al., 2009). 
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Por ello, para conocer mejor el papel de CD69 en los linfocitos T reguladores, en este trabajo se 
investigó su contribución al desarrollo de las células nTregs y a la diferenciación, fenotipo y 
funcionalidad de las células iTregs. Dicho estudio en ratones deficientes en CD69 revela que la 
ausencia de CD69 no afecta a la proporción de timocitos CD4SP totales pero reduce 
significativamente la población de células nTregs en el timo. Los resultados obtenidos en 
cultivos organotípicos de timos fetales confirman que la expresión de CD69 en los timocitos es 
crítica para la generación de las células nTregs. Este hallazgo es coherente con la evidencia 
previa de que la diferenciación de las células Treg en el timo humano está ligada a la expresión 
de CD69, ya que las células dendríticas plasmacitoides son capaces de inducir la diferenciación 
de timocitos CD4+CD8+CD69high en células nTreg CD4+CD25highFoxp3+ (Martin-Gayo et al., 
2010).  
 
Se han descrito numerosos tipos de Tregs en relación a la expresión de ciertos marcadores. En 
este sentido,además de las nTreg CD4+Foxp3+CD25high, se han caracterizado otras poblaciones 
de células Treg. Por ejemplo, se ha descrito una población de células Treg humanas CD4+LAP+ 
CD69+ (LAP, latency-associated peptide, es una forma de TGF-β unida a la membrana) en 
sangre periférica que no expresan FoxP3 pero sí el receptor tipo II de TGF-β y CD69, que al 
activarse secretan IL-8, IL-9, IL-10, IFN-γ y TGF-β, y que in vitro muestran una capacidad 
supresora dependiente de TGF-β e IL-10 (Gandhi et al., 2010). También se han caracterizado las 
Treg presentes en los órganos linfoides secundarios humanos, observando que a diferencia de 
las Treg presentes en sangre y médula ósea que muestran un fenotipo anérgico, la mayoría de 
las Treg CD4+CD25+CD127-FoxP3+ presentes en los órganos linfoides secundarios son células 
CD69+CD45RA- activadas policlonalmente con una capacidad supresora similar, pero que 
producen IL-2 y tienen mayor capacidad proliferativa ex vivo (Peters et al., 2013). Además, 
recientemente se ha descrito en donantes sanos, una población de Tregs CD69+ NKG2D+ LAP+ 
en sangre, que expresa TGF-β e IL-10 y que tiene unas excepcionales propiedades supresoras de 
la activación y proliferación de células T efectoras (Vitales-Noyola et al., 2015). 
 
Nuestros resultados muestran que la deficiencia en CD69 no altera la proporción de células 
Tregs en los órganos linfoides secundarios de los ratones, ni su diferenciación in vitro o su 
fenotipo, en cuanto a la expresión de distintos marcadores. Tampoco se observaron diferencias 
de expresión en el factor de transcripción FoxP3, ni de TGF-β e IL-2, pero sí una expresión 
disminuida de IL-10 tanto a nivel de mRNA como de proteína de las iTregs CD69KO. Esto es 
coherente con una inhibición de la capacidad supresora de los linfocitos T efectores en 
comparación con las iTreg WT, probablemente como consecuencia de la reducción en los 
niveles de expresión de la IL-10. 
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Estos resultados corroboran el importante papel del receptor CD69 en el control de las 
respuestas inmunológicas mediadas por linfocitos T y apoyan observaciones previas que 
sugerían su implicación en la función de las células T reguladoras. Se ha visto que cuando las 
células Treg son activadas in vitro con células dendríticas alogénicas o células madre 
mesenquimales, se convierten en células CD69+ y ejercen una potente función supresora 
(Saldanha-Araujo et al., 2012). En pacientes con la enfermedad de Chagas, la exposición in 
vitro de linfocitos a antígenos de Trypanosoma cruzi también resultan en el aumento de la 
expresión de CD69 por células Treg CD4+CD25high (de Araujo et al., 2011). En pacientes con 
esclerosis sistémica la baja expresión de CD69 en los linfocitos Treg CD4+CD25high está 
asociada con una función supresora y una síntesis de TGF-β deficientes (Radstake et al., 2009). 
En cuanto al papel de CD69 en linfocitos de ratón, la ausencia de CD69 en linfocitos T CD4+ 
afecta la tolerancia oral y reduce el potencial de diferenciación de las células Treg FoxP3+ en 
respuesta a antígenos orales (Radulovic et al., 2012). Finalmente, nuestro grupo ha demostrado 
que las células Treg requieren de la expresión de CD69 para mantener la tolerancia 
inmunológica y prevenir la inflamación (Cortes et al., 2014). Aunque en homeostasis existen 
Treg tanto CD69+ como CD69-, sólo las Treg FoxP3+CD69+ expresan altos niveles de los 
marcadores de supresión CTLA-4, ICOS, CD38 y GITR, secretan grandes cantidades de TGF-β 
y tienen capacidad supresora de las células T efectoras, la cual está regulada por la activación de 
la vía de señalización de STAT5 y la inhibición de la MAP Kinasa ERK (Cortes et al., 2014). 
 
 
2. Regulación de la expresión de miRNAs mediada por CD69 en los linfocitos TH17 y las 
células T reguladoras  
Desde que en 1993 se describiera por primera vez la existencia de un RNA pequeño no 
codificante con capacidad reguladora en el nematodo Caenorhabditis elegans (Lee et al., 1993; 
Wightman et al., 1993), se han publicado miles de artículos describiendo los mecanismos del 
RNA de interferencia y las múltiples funciones que los miRNAs desempeñan en la regulación 
de la expresión génica. El número de miRNAs registrados en la base de datos miRBase hasta la 
última actualización asciende a 35.828 miRNAs maduros en 223 especies (www.mirbase.org, 
versión 21). Ahora sabemos que los miRNAs desempeñan un papel crítico en la regulación del 
sistema inmune, tanto a nivel de inmunidad adaptativa como a nivel de inmunidad innata, 
controlando la diferenciación de muchos tipos celulares y sus funciones inmunológicas.  
 
Uno de los muchos ejemplos de miRNAs implicados en la regulación del balance entre la 
tolerancia y la inmunidad es miR-155. Varios estudios han demostrado que miR-155 controla la 
diferenciación de las células T CD4+ en células efectoras TH1, TH2 y TH17 (O'Connell et al., 
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2010; Rodriguez et al., 2007; Vigorito et al., 2007) y que afecta al desarrollo de las células Treg 
(Kohlhaas et al., 2009; Lu et al., 2009). MiR-155 regula la tolerancia mediada por las nTregs 
nediante el control de la susceptibilidad de las células TH CD4+ convencionales humanas y 
murinas ante la supresión mediada por nTreg (Stahl et al., 2009). En un interesante estudio se ha 
descrito que la adición de cantidades fisiológicas de exosomas enriquecidos en miR-155 a la 
leche infantil durante el primer año de vida, previene el desarrollo de enfermedades atópicas en 
los niños e incrementa su número de células Treg (Melnik et al., 2014). En enfermedades como 
el lupus, miR-155 está sobre-expresado en las Tregs reduciendo la expresión de CD62L y por lo 
tanto confiriendo un fenotipo alterado a estas células en la enfermedad. Además, la deficiencia 
en Dicer en Tregs sugiere un mecanismo independiente de Dicer en la regulación de los 
miRNAs en condiciones de inflamación (Divekar et al., 2011).  
 
En nuestro grupo, investigamos el papel de CD69 en funciones inmunoreguladoras a través de 
la regulación de la expresión de miRNAs en los linfocitos TH17 y T reguladores. En este 
sentido, aunque la expresión del miR-155 está alterada en el análisis por microarray, los 
linfocitos deficientes de CD69 no muestran diferencias consistentes en sus niveles de expresión 
por qPCR. En cambio, sí hemos encontrado diferencias significativas en la expresión de miR-
721 en nuestro estudio. En este estudio hemos observado que las células CD4+ naïve CD69KO 
expresan más miR-721 que las células CD4+ naïve WT, pero en niveles muy inferiores a los de 
los linfocitos efectores. MiR-721 parte de un nivel de expresión basal mínimo en los linfocitos 
T CD4+ naive y su expresión aumenta cuando la célula se polariza, siendo este aumento 
moderado en Tregs y muy acentuado en TH17. Al igual que en las células CD4+ naïve, la 
expresión de miR-721 en las TH17 es mucho mayor en ausencia de CD69, mientras que en las 
Treg ocurre lo contrario. Estos datos sugieren que CD69 regula la expresión del microRNA 
miR-721 en las células T CD4+ y en su diferenciación a TH17 y células T reguladoras. Sin 
embargo, existe muy poca información en la bibliografía sobre este miRNA y su función en el 
sistema inmune se deconoce por completo. 
 
MiR-721 fue identificado por primera vez en 2006 en el sistema nervioso central de embriones 
de ratón (Wheeler et al., 2006) y posteriormente fue descrito en embriones preimplantados 
también de ratón (Yang et al., 2008b). Debido a su homología de secuencia, Este miRNA 
pertenece a la familia de miRNAs miR-130/301/721 y respecto a su función, se ha descrito que 
estimula la generación de células madre pluripotentes inducibles IPS a través de la represión del 
factor de transcripción Meox2 (Pfaff et al., 2011). Aunque aún queda mucho trabajo por hacer, 
el estudio de este miRNA, prácticamente desconocido hasta el momento, puede ser relevante 
para la inmunidad adaptativa teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este estudio.  
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3. Estudio de las posibles dianas reguladas por miR-721 y miR-155 
En este estudio hemos descrito que en ausencia de CD69, los linfocitos T CD4+ naive, TH17 y 
Treg tienen alterados sus niveles de expresión de miR-721, así como de una de sus dianas 
predictivas, el AHR. Este factor de transcripción juega un papel clave en la diferenciación y 
función de las células T, B, γδ, etc (Quintana, 2013). AHR se expresa en TH17 y Treg ejerciendo 
distintas funciones, antagónicas en algunos casos, en función del ligando disponible en el 
ambiente inflamatorio concreto. La activación del AHR por su ligando 2,3,7,8-
tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) induce células Treg funcionales capaces de suprimir la 
inflamación en el modelo de encefalomielitis experimental autoinmune; mientras que la 
activación del receptor por el ligando 6-formylindolo[3,2-b]carbazole (FICZ) interfiere en el 
desarrollo de las Treg, promueve la diferenciación de las TH17 e incrementa la severidad de la 
EAE en ratón (Quintana et al., 2008). En este sentido, se ha descrito la implicación de un grupo 
de miRNAs en la regulación mediada por AHR en un estudio en el que se demuestra que en 
condiciones de polarización hacia TH17, pero no a Treg, la activación de AHR aumenta la 
expresión de miR-132/212 promoviendo la diferenciación de las células TH17 (Nakahama et al., 
2013). El ligando de AHR endógeno, FICZ, reduce la inflamación en las lesiones cutáneas de 
pacientes con psoriasis, mientras que los antagonistas de AHR aumentan la inflamación (Di 
Meglio et al., 2014). Del mismo modo, la vía de señalización de AHR a través de su ligando 
endógeno FICZ reduce la respuesta inflamatoria en el modelo de inflamación cutánea inducido 
por imiquimod y los ratones deficientes en AHR exhiben una exacerbación sustancial de la 
enfermedad en comparación con los ratones WT (Di Meglio et al., 2014). Otro trabajo 
publicado recientemente describe un programa metabólico controlado por los factores de 
transcripción AHR y HIF1-α (factor inducible por hipoxia-1) que promueve la diferenciación de 
las células T reguladoras de tipo 1 (Tr1), secretoras de IL-10 (Mascanfroni et al., 2015). HIF1-α 
controla la reprogramación metabólica temprana de las células Tr1. Posteriormente, AHR 
promueve la degradación de HIF1-α y toma el control del metabolismo de las células Tr1. El 
ATP extracelular (eATP) y la hipoxia, vinculados a la inflamación, desencadenan la 
inactivación del AHR por HIF1-α e inhiben la diferenciación de las Tr1. Por el contrario, CD39 
promueve la diferenciación de las Tr1 agotando el eATP y contribuye a la capacidad supresora 
de las Tr1 mediante la generación de adenosina en colaboración con el CD73 expresado por las 
células T respondedoras y las APCs. Estos resultados sugieren que HIF1-α y AHR integran 
señales inmunológicas, metabólicas y ambientales para regular la respuesta inmune 
(Mascanfroni et al., 2015).  
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En ausencia de CD69, se observa una disminución de la expresión de AHR en los linfocitos 
TH17 a nivel de proteína pero no de mRNA, sugiriendo que miR-721 podría estar regulando su 
expresión en los linfocitos TH17 mediante la inhibición de su traducción, el método de 
regulación génica más habitual en animales. Nuestros datos aportan una información muy 
reveladora en el papel de CD69 controlando la expresión de miR-721 en los linfocitos T CD4+ 
naive, TH17 y Treg, postulándose como una importante molécula reguladora del balance entre 
las células TH17 y Treg a través de la expresión de AHR. 
 
MiR-155 controla la respuesta inmunitaria y la inflamación tanto a través de la inmunidad 
innata como de la adaptativa (Seddiki et al., 2014). En la inmunidad adaptativa, miR-155 es 
esencial para la correcta diferenciación de las células B y la producción de anticuerpos 
(Rodriguez et al., 2007; Vigorito et al., 2007); regula las células T CD8+ (Lind et al., 2013; Tsai 
et al., 2013); controla la diferenciación de las células T CD4+ en células efectoras TH1, TH2 y 
TH17 (O'Connell et al., 2010; Rodriguez et al., 2007; Vigorito et al., 2007); y contribuye al 
desarrollo de las células T reguladoras (Kohlhaas et al., 2009; Lu et al., 2009). miR-155 
promueve el desarrollo de los linfocitos TH17, por lo que los ratones deficientes en miR-155 son 
más resistentes a desarrollar la enfermedad en un modelo de encefalomielitis autoinmune 
experimental (EAE) (O'Connell et al., 2010). Además, las células TH17 miR-155-/- no inducen 
EAE cuando son transferidas exógenamente y no son capaces de responder correctamente a la 
IL-23 (Hu et al., 2013). Otros tres estudios demuestran que la producción de IL-17A por las 
células TH17 está regulada positivamente por miR-155 (Murugaiyan et al., 2011; O'Connell et 
al., 2010; Yao et al., 2012). Recientemente se ha descrito que STAT3 regula la expresión de 
miR-155 en las células TH17, promoviendo su expansión y la generación de uveitis 
experimental autoinmune (Escobar et al., 2013). Las funciones de miR-155 también han sido 
estudiadas en la mucosa del intestino, encontrándose un papel dependiente de TGF-β en la 
modulación de las citoquinas y la respuesta inmune (Das et al., 2013). Validando la predicción 
bioinformática de que la quinasa de células T inducible (itk) es una diana de miR-155, los 
autores demuestran que la sobreexpresión de miR-155 en las células T CD4+ de la lámina propia 
reduce la expresión de itk a nivel de mRNA, provocando un ligero descenso en la expresión de 
IL-2. De allí que sugieran que un exceso de miR-155 en presencia de TGF-β pueda contribuir a 
la tolerancia oral (Das et al., 2013). En pacientes con síndrome coronario agudo se ha visto que 
el patrón de expresión alterado de miR-155 correlaciona con la diferenciación de las células 
TH17 (Yao et al., 2011).  
 
MiR-155 es una diana de FoxP3. Varios estudios muestran que los ratones deficientes en BIC 
(el gen huésped en cuyo promotor se encuentra el precursor de miR-155) o en el propio miR-
155 presentan un número reducido de células Treg tanto en el timo como en la periferia, debido 
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a un defecto en su desarrollo (Kohlhaas et al., 2009). Sin embargo, miR-155 parece no jugar 
ningún papel en la función de las células Treg, ya que otros tres estudios no han encontrado 
diferencias significativas en la producción de IL-10 ni TGF-β por las Treg al modular los 
niveles de miR-155 (Murugaiyan et al., 2011; O'Connell et al., 2010; Yao et al., 2012). La 
ausencia de miR-155 en las células Treg resulta en un aumento de la expresión de SOCS1, 
inhibidor de la activación del factor de transcripción STAT5, lo que lleva a una reducida 
proliferación de las células Treg (Lu et al., 2009). Por tanto, miR-155 favorece la homeostasis 
de las células Treg a través de la inhibición de SOCS1 (Lu et al., 2009). Yao et al. han mostrado 
que miR-155 contribuye a la activación de las rutas de señalización IL-2/STAT5 e IL-6/STAT3 
y a la diferenciación de las células TH17 y Treg. Los autores sugieren que miR-155 podría estar 
involucrado en la modulación de la inflamación al menos en parte a través de la regulación de 
SOCS1 (Yao et al., 2012). En este sentido, no se observaron cambios en los niveles de 
expresión de SOCS1 medidos mediante qPCR o WB en Tregs o TH17, por lo que en este estudio 
no hemos confirmado la hipótesis de que CD69 regule miR-155, implicado en la inhibición de 
SOCS1.  
 
 
4. Papel de los miRNAs mediado por CD69 en el modelo animal de miocarditis 
experimental autoinmune 
Nuestro grupo describió previamente que, en este modelo de inflamación mediado por las 
células TH17, CD69 limita la severidad de la cardiomiopatía (Cruz-Adalia et al., 2010). En el 
presente estudio mostramos un aumento de la expresión de miR-721 en el miocardio durante la 
fase aguda de la EAM. Este resultado apoyaría la hipótesis de que los ratones con miocarditis 
tienen un mayor contenido en células TH17, con alta expresión de miR-721, durante la fase 
aguda de la EAM. El hecho de que no se encontraran diferencias significativas en la expresión 
de miR-721 entre el lisado total de corazones de ratones WT versus CD69KO con EAM, podría 
deberse a que las células TH17 representan un pequeño porcentaje en el conjunto de todas las 
células del corazón y puede deberse a limitaciones de la técnica. Por el mismo razonamiento y 
más aún si tenemos en cuenta que AHR se expresa en distintos tipos celulares (Harrill et al., 
2013), incluidos los cardiomiocitos (Wang et al., 2013), no se encontraron diferencias 
significativas, aunque sí una tendencia a la baja en la expresión global de AHR en los corazones 
de los ratones enfermos en el modelo de EAM. Esta tendencia correlaciona con la posible 
regulación de AHR por miR-721 mediada por CD69 en este modelo. 
 
El papel de los miRNAs en la miocarditis humana no está totalmente dilucidado. Hasta el 
momento sólo se han identificado un par de miRNAs que pueden ser correlacionados con la 
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miocarditis viral, especialmente durante la fase aguda de la miocarditis. Se trata de los miRNAs 
miR-208b y miR-499, cuya expresión se encuentra aumentada en pacientes con miocarditis viral 
y pueden detectarse en el plasma de pacientes con miocarditis (Corsten et al., 2010). MiR-208b 
se expresa en los cardiomiocitos y está implicado en procesos patológicos tales como el 
crecimiento cardiaco, la fibrosis, la inflamación provocada por el aumento de expresión de 
MHC y el desfavorecimiento del remodelado cardíaco (Kukreja et al., 2011). MiR-499 también 
se expresa en los cardiomiocitos y se sobreexpresa durante la enfermedad cardíaca (Matkovich 
et al., 2012). Ambos miRNAs están presentes en el daño miocárdico y pueden ser 
potencialmente utilizados en el diagnóstico de la miocarditis para determinar la gravedad de la 
enfermedad (Corsten et al., 2010). Niveles elevados de miR-499 pueden detectarse en todos los 
pacientes, mientras que la expresión tanto de miR-208b como de miR-499 solamente se 
encuentra en la miocarditis fulminante inducida por el virus (Corsten et al., 2010). Sin embargo, 
estos miRNAs no son específicos de la miocarditis aunque probablemente reflejen lesiones del 
miocardio en general, como se observó en pacientes con síndrome agudo coronario (Oerlemans 
et al., 2012). 
 
La investigación actual se centra en la detección de miRNAs en las diferentes etapas de la 
miocarditis para identificar miRNAs involucrados en la patogénesis de la enfermedad (van den 
Hoogen et al., 2015). Así se ha identificado un perfil de miRNAs expresados en el miocardio e 
involucrados en la fase viral aguda y en la fase inflamatoria de la miocarditis aguda en pacientes 
con miocarditis. El estudio de Corsten et al. mostró que miR-155 está sobreexpresado en el 
tejido cardíaco de pacientes con miocarditis aguda, principalmente en el infiltrado de 
macrófagos y linfocitos T, y en el tejido cardíaco de tanto de humanos como de ratones con 
miocarditis viral inducida, contribuyendo a la respuesta inflamatoria contra la infección viral en 
el corazón (Corsten et al., 2012; Sun and Feinberg, 2012). MiR-155 es conocido por su papel 
proinflamatorio en múltiples procesos y por expresarse en las células inflamatorias, 
especialmente durante la fase inflamatoria aguda de la miocarditis(Heymans et al., 2013). En 
modelos murinos de miocarditis viral inducida, el bloqueo de miR-155 mediante el uso de 
antagonistas atenúa la inflamación cardiaca y reduce la necrosis (Heymans et al., 2013). Estos 
resultados indican que miR-155 juega un importante papel en la respuesta inflamatoria a la 
miocarditis inducida por virus. Además de miR-155, miR-21 y miR-146b también se encuentran 
sobreexpresados en pacientes con miocarditis y tienen un rol central en la activación 
inmunológica y en la inflamación (Corsten et al., 2012). El silenciamiento de estos miRNAs 
mediante inhibidores específicos mostró una fuerte atenuación de la miocarditis en ratones con 
miocarditis viral inducida (Liu et al., 2013). Todavía no se ha dilucidado la función exacta que 
desempeñan estos miRNAs en la patología de la miocarditis, pero se ha demostrado que existe 
una correlación entre la expresión de miR-21 y miR-146b y la expresión de la IL-17 (Liu et al., 
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2013). Estos hallazgos sugieren que miR-21 y miR-146b participan en la regulación de la 
diferenciación de las células TH17 y de ese modo controlan la autoinmunidad. La función de 
RORct, un factor de transcripción de la diferenciación de las TH17, se ve reforzada por el 
aumento de la expresión de estos miRNAs, lo que conduce a la diferenciación de las células T 
maduras en TH17 (Liu et al., 2013). Por otra parte, miR-21 también está implicado en la fibrosis 
intersticial y en la hipertrofia cardíaca (Schroen and Heymans, 2012), aunque otros estudios han 
mostrado resultados contradictorios al observar una disminución significativa de los niveles de 
expresión de miR-21. La expresión de miR-21 en el miocardio de ratones con miocarditis 
provocada por el virus Coxsackie B3 (CVB3) se redujo de manera significativa y se encontró 
una correlación negativa entre la gravedad de la miocarditis y la expresión de miR-21 (He et al., 
2013). Cuando se trataron los ratones con precursores de miR-21, la miocarditis se alivió y se 
redujo la apoptosis, lo que indica que miR-21 también tiene un papel protector mediante la 
regulación de la apoptosis mediada por la muerte celular programada 4 (PDC4) (He et al., 
2013). Sobre la base de los diferentes resultados de estos estudios, cabe pensar que la función de 
miR-21 en la miocarditis dependa de la expresión temporal y espacial de sus dianas. 
 
En el estudio de Corsten et al. se han encontrado otros miRNAs cuya expresión aumenta en 
pacientes con miocarditis viral aguda, miR-511 y miR-212 (Corsten et al., 2012). MiR-511 
funciona como regulador positivo de la señalización del Toll Like Receptor-4 (TLR), mientras 
que miR-212 está involucrado en las respuestas hipertróficas de los cardiomiocitos (Corsten et 
al., 2012; Tserel et al., 2011). Y también se han descrito miRNAs involucrados en la regulación 
de la miocarditis, cuya expresión en lugar de aumentar, disminuye. Los miRNAs 
antiinflamatorios miR-106a y miR-93 reducen su expresión durante la fase aguda de la 
miocarditis humana (Corsten et al., 2012); y ambos están implicados en las respuestas anti-
inflamatorias mediante la inhibición de la producción de citoquinas inflamatorias (Schroen and 
Heymans, 2012; Zhu et al., 2013). 
 
Dado que la mayoría de las investigaciones hechas hasta el momento se han centrado en los 
miRNAs implicados en la fase aguda de la miocarditis, sabemos menos sobre los miRNAs 
implicados en la fase crónica de la enfermedad. Los miRNAs inflamatorios y los miRNAs 
asociados con el daño cardíaco que participan en la fase aguda de la miocarditis, podrían seguir 
afectados e involucrados en la fase crónica, estimulando la progresión de la enfermedad 
(Cihakova and Rose, 2008). Recientemente se ha descrito que miR-21 está implicado en la 
progresión de la miocarditis viral hacia cardiomiopatía dilatada (Xu et al., 2014). Estos 
resultados indican que los cambios en la expresión de miR-21 podrían contribuir a la progresión 
de la miocarditis a una DCM. Además, también se han encontrado niveles elevados de miR-
208b y miR-499 en pacientes en fases posteriores de la miocarditis viral y en pacientes con 
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DCM (Satoh et al., 2010). Aparte de miR-21, miR-208b y miR-499, no se han identificado otros 
miRNAs específicos implicados en la fase crónica de la miocarditis, sin embargo, puede que los 
miRNAs involucrados en la inflamación y el daño durante la fase aguda, se expresen de 
persistentemente también durante la fase crónica de la miocarditis (van den Hoogen et al., 
2015).  
 
En general, los miRNAs implicados en las respuestas inflamatorias se encuentran desregulados 
y la mayor parte de los miRNAs específicos del músculo (myomiRs) se sobreexpresan durante 
la miocarditis humana (van den Hoogen et al., 2015). Dado que la fase crónica de la miocarditis 
puede progresar en insuficiencia cardíaca, también se ha planteado la hipótesis de que los 
miRNAs implicados en el desarrollo de la insuficiencia cardíaca no isquémica puedan estar 
participando en la fase crónica de la enfermedad (van den Hoogen et al., 2015).  
 
Los microRNAs están involucrados en la patogénesis y progresión de la insuficiencia cardíaca 
(Xing et al., 2014). Se sabe que el corazón responde al daño cardiaco activando de vías de 
señalización que conducen a la remodelación y la hipertrofia de los cardiomiocitos (van Rooij et 
al., 2008). Con el tiempo, la fibrosis miocárdica y la dilatación del ventrículo izquierdo pueden 
resultar en una insuficiencia cardíaca. Se han identificado múltiples miRNAs con patrones de 
expresión aberrantes en pacientes con insuficiencia cardiaca isquémica (Bronze-da-Rocha, 
2014; De Rosa et al., 2014; Thum et al., 2007; van de Vrie et al., 2011). Por ejemplo, la 
expresión de miR-21, -22, -23, -146, -195, -199 y 499 se encuentra aumentada en pacientes con 
insuficiencia cardiaca, mientras que la expresión de miR-1, -29, -133 y -150 se encuentra 
disminuida (Huang and Wang, 2014; Kumarswamy and Thum, 2013).  
 
Los miRNAs involucrados en las respuestas inflamatorias que llevan a la insuficiencia cardíaca 
no isquémica, siguen siendo objeto de investigación. Actualmente se han identificado algunos 
potenciales miRNAs en pacientes con insuficiencia cardiaca no isquémica, como miR-21, miR-
146a/b, -155, -423-5p y el cluster miR-17-92 (Tijsen et al., 2010; van de Vrie et al., 2011; Vogel 
et al., 2013). Por otra parte, miR-200b, -519, -520d, -558 y -622 se han identificado como 
biomarcadores de la insuficiencia cardíaca no isquémica con fracción de eyección reducida (HF-
REF), sin embargo, estos miRNAs todavía tienen que ser validados en otros estudios (Vogel et 
al., 2013). Algunos de los miRNAs identificados en pacientes con insuficiencia cardíaca 
también se expresan de forma aberrante en pacientes con miocarditis, señalando un posible 
papel de estos miRNAs en la progresión de la miocarditis hacia el fallo cardiaco. Sin embargo, 
hacen falta más investigaciones para verificar estos miRNAs y para identificar si existen otros 
miRNAs específicos de la miocarditis y si están involucrados específicamente en la progresión 
hacia la insuficiencia cardiaca (van den Hoogen et al., 2015). 
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Cuando se descubrió la presencia y gran estabilidad de los miRNAs en el plasma sanguíneo 
(Mitchell et al., 2008), se generó un gran interés en la posibilidad de que sus perfiles de 
expresión pudieran ser indicadores no invasivos de distintas enfermedades y desórdenes. 
Efectivamente, desde entonces se ha confirmado en cientos de trabajos que los miRNAs 
circulantes pueden ser empleados como biomarcadores fiables para identificar y monitorizar una 
gran variedad de patologías a través de una simple muestra de sangre (Kinet et al., 2013). Por 
ejemplo, en las enfermedades cardiovasculares ya conocemos perfiles de expresión de miRNAs 
en plasma distintivos del infarto de miocardio (Wang et al., 2010), la insuficiencia cardíaca 
(Tijsen et al., 2010), la aterosclerosis (Fichtlscherer et al., 2010), la diabetes mellitus tipo 2 
(Zampetaki et al., 2010) o la hipertensión (Li et al., 2011a). Pero además de servir como 
biomarcadores, dado que la desregulación de los miRNAs es una característica común en el 
cáncer, los desórdenes del sistema nervioso central, la inflamación, las enfermedades 
cardiovasculares y los desórdenes metabólicos, los miRNAs también sirven como dianas 
terapéuticas en gran variedad de enfermedades (van Rooij and Kauppinen, 2014). Las 
principales estrategias que se están estudiando para modular la actividad de los miRNAs 
consisten en reestablecer su función mediante miRNAs sintéticos de doble cadena o vectores 
virales que lo sobreexpresen, o bien en inhibir su función con oligonucleótidos anti-miR (van 
Rooij and Kauppinen, 2014). Además, la corta longitud de sus secuencias les convierte en una 
diana terapéutica fácil y la alta conservación entre especies permite usar la misma molécula en 
los estudios preclínicos con animales que en los ensayos clínicos en humanos (van Rooij and 
Kauppinen, 2014).  
 
Debido a su gran potencial clínico, hemos analizado los niveles de miR-721 en la sangre de 
ratones WT y CD69KO en el modelo de la EAM. El resultado obtenido fue un espectacular 
aumento de la expresión de miR-721 en el suero de los ratones con miocarditis respecto a los 
animales control. Además, tanto en los ratones enfermos como en los control, los ratones 
CD69KO presentaron niveles significativamente mayores de miR-721 que los WT. Estas 
observaciones sugieren que miR-721 juega un papel en la miocarditis experimental autoinmune 
y que la sobreexpresión de miR-721 en el suero sanguíneo está relacionada con una mayor 
severidad de la enfermedad, lo que hace de este miRNA una molécula muy atractiva como 
biomarcador de la enfermedad.  
 
Aunque no se encontraron diferencias estadísticamente significativas en la expresión de miR-
155 o de SOCS1 en el corazón de los ratones con EAM, se observó un incremento en la 
expresión de miR-155 en el suero de la sangre entre los ratones control WT y CD69KO, y entre 
los ratones WT control y los WT enfermos. Estos resultados parecen indicar que miR-155 tiene 
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un papel en la EAM que no parece estar mediado por CD69 y son coherentes con todos los 
demás datos publicados sobre miR-155 que hemos comentado anteriormente, acerca de su 
sobreexpresión en el tejido cardíaco de pacientes con miocarditis aguda y su función durante la 
fase inflamatoria aguda de la miocarditis tanto en humano como en ratón (Corsten et al., 2012).  
 
 
5. Análisis de linfocitos TH17, células T reguladoras y expresión de miRNAs en la sangre 
de pacientes con cardiomiopatías 
La inflamación del miocardio o miocarditis es una enfermedad de etiología heterogénea 
ocasionada generalmente por un patógeno infeccioso (bacterias, virus, hongos o protozoos) 
(Andreoletti et al., 2009) o por un trastorno autoinmune (Frustaci et al., 2009), que puede 
derivar en una cardiomiopatía dilatada (Felker et al., 2000). Las células T CD4+ son necesarias y 
suficientes para el desarrollo de la miocarditis (Smith and Allen, 1991; Smith and Allen, 1993). 
En concreto, los linfocitos TH17 (Sonderegger et al., 2006) y la IL-23 son críticos para el 
desarrollo de la patología, siendo las células TH17 más inmunopatogénicas que las TH1, cuando 
son transferidas exógenamente (Rangachari et al., 2006). Además la supresión de la 
diferenciación de las células TH17 mediante el bloqueo de la vía de señalización de IL-6 
previene el desarrollo de la EAM (Sonderegger et al., 2008; Yamashita et al., 2011). En cuanto 
a la IL-17, se ha visto que esta citoquina no participa en el desarrollo inicial de la miocarditis 
pero juega un papel crucial en la fibrosis y el remodelado que sufre el corazón en etapas más 
avanzadas de la enfermedad (Baldeviano et al., 2010). En humanos, estamos próximos a 
constatar la relevancia clínica de las células TH17 y de hecho, en pacientes con miocarditis viral 
ya se ha detectado expresión de IL-17A y RORγt en el corazón y se ha visto que las células 
TH17 ayudan a las células B a producir anticuerpos frente a proteínas cardíacas (Yuan et al., 
2010). Sin embargo, poco se ha investigado acerca de las células TH17 circulantes en la sangre 
de los pacientes con miocarditis. Sólo conocemos un estudio en el que se comparó la proporción 
de linfocitos TH17 en la sangre de pacientes con cardiomiopatía dilatada frente a la de sujetos 
sanos, encontrándose un mayor porcentaje de células TH17 y una mayor cantidad de IL-17, IL-6, 
IL-23 y RORγt en la sangre de los sujetos enfermos respecto a la sangre de los individuos sanos 
(Yi et al., 2009).  
 
Otra población de células T CD4+ cruciales en el desarrollo de la miocarditis son las células T 
reguladoras. Se ha detectado expresión de FoxP3 en las biopsias de endocardio de pacientes con 
cardiomiopatía dilatada (Noutsias et al., 2011). Además, la depleción de las células Treg 
permite el desarrollo espontáneo de miocarditis (Ono et al., 2006), mientras que la transferencia 
exógena de Treg limita la inflamación cardíaca y atenúa la replicación viral en respuesta a la 
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infección con CVB3 o Tripanosoma cruzi (Mariano et al., 2008; Shi et al., 2010). Las células 
Treg también son responsables de la inducción de la tolerancia por vía nasal frente a auto-
antígenos, lo que evita que la infección por CVB3 progrese en una miocarditis crónica (Fousteri 
et al., 2011). De manera similar, la citoquina IL-10 limita la inflamación autoinmune del 
corazón mediante la tolerancia inducida por vía nasal (Kaya et al., 2002). Sin embargo, existe 
una discrepancia sustancial acerca del valor predictivo de la proporción de linfocitos Treg 
circulantes en sangre en los pacientes con patologías cardíacas agudas y crónicas (Ammirati et 
al., 2010; Carvalheiro et al., 2012; Sardella et al., 2007). Por este motivo hemos estudiado la 
proporción de células T CD4+ totales, TH17 y Treg circulantes en la sangre de pacientes con 
miocarditis aguda, miocarditis crónica y cardiomiopatía de takotsubo en comparación con 
voluntarios sanos, y para explorar su potencial como dianas terapéuticas.  
 
Encontramos niveles muy elevados de células T CD4+ totales y TH17 en la sangre de pacientes 
con miocarditis aguda, dato coherente con el hecho de que las células CD4+ sean necesarias y 
suficientes para el desarrollo de la miocarditis (Smith and Allen, 1991; Smith and Allen, 1993) 
y que los linfocitos TH17 son críticos para el desarrollo de la patología (Sonderegger et al., 
2006). También observamos la práctica desaparición de células Treg en la sangre de estos 
pacientes, lo que contribuiría a la disminución de respuesta antiinflamatoria en la patología. 
Además, parece que esta drástica disminución en los niveles de Treg circulantes se debe a la 
reducción del porcentaje de las células CD4+ CD25+ FOXP3+ CD45RA- CD45RO+ (Tregs de 
memoria), ya que no se encontraron diferencias estadísticamente significativas en la población 
de células CD4+ CD25+ FOXP3+ CD45RA+ CD45RO- (Tregs naïve) entre estos pacientes y los 
sujetos control en la fase crónica de la enfermedad. 
 
No encontramos diferencias estadísticamente significativas en la cantidad de células CD4+ 
totales ni TH17 circulantes respecto a los sujetos sanos en los pacientes con miocarditis crónica. 
Sin embargo, los pacientes siguen teniendo una proporción de células Treg totales y de memoria 
significativamente inferior a la de los individuos sanos. Estas observaciones apuntan hacia un 
posible papel de las células Treg en la patogénesis de la enfermedad también durante la fase 
crónica y señalan que la miocarditis provoca una desviación en el número de linfocitos T CD4+ 
circulantes en sangre que puede servir como indicador de las distintas etapas de la enfermedad.  
 
En cuanto a la cardiomiopatía de takotsubo, la única diferencia estadísticamente significativa 
hallada fue una mayor proporción de células CD4+ totales en la sangre de estos pacientes en 
comparación con los sujetos control. El síndrome de takotsubo es una cardiomiopatía inducida 
por estrés que puede ser confundida con otros síndromes coronarios agudos más serios debido a 
que sus características clínicas son similares a las de un infarto de miocardio (Kohan et al., 
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2014). Su nombre se debe a la similitud existente entre la forma que adopta el ventrículo 
izquierdo del corazón en esta cardiomiopatía y las trampas de pulpos tradicionales en Japón 
(tako tsubo), donde fue descrita por primera vez en 1991 (Dote et al., 1991). Esta 
cardiomiopatía afecta sobre todo a mujeres postmenopáusicas después de sufrir un estrés físico 
o emocional, pero todavía no están claras las causas que la originan, siendo las teorías más 
estudiadas: trombolisis espontánea de un trombo coronario, vasoespasmo coronario múltiple, 
disfunción microcirculatoria y aturdimiento miocárdico mediado por catecolaminas (Kohan et 
al., 2014). Aunque aún no existen muchas evidencias en la literatura, la inflamación está 
presente en este síndrome y juega un papel en él (Akashi et al., 2008; Eitel et al., 2010; Jimenez-
Lopez et al., 2012). La biopsia del miocardio de la mayoría de los pacientes con síndrome de 
takotsubo presenta infiltrados intersticiales de linfocitos, otros leucocitos y macrófagos; fibrosis 
miocárdica; y contracción de las bandas con o sin necrosis miocítica. Los cambios inflamatorios 
y la contracción de las bandas distinguen la cardiomiopatía de takotsubo de la necrosis 
coagulativa que tiene lugar en el infarto de miocardio como consecuencia de la oclusión arterial 
coronaria (Akashi et al., 2008). Nuestra observación de que los pacientes con takotsubo 
presentan un porcentaje de células T CD4+ circulantes en sangre mayor que los sujetos sanos 
corrobora la importancia de la inflamación en la patofisiología de esta enfermedad, sin que las 
células TH17 o Treg parezcan jugar un papel importante. 
 
Por último, ya que los ratones con miocarditis presentan niveles de expresión de miR-721 y 
miR-155 en el suero sanguíneo muy superiores a los de los ratones control, analizamos la 
expresión de estos miRNAs en el plasma de pacientes con las diferentes cariomiopatías. El 
resultado fue un extraordinario aumento de la expresión de miR-721 y miR-155 en el plasma de 
pacientes con miocarditis aguda en comparación con sujetos sanos. Los pacientes en la fase 
crónica de la enfermedad también presentaron niveles de expresión de estos miRNAs muy 
superiores a los de los voluntarios sanos, pero no tan altos como durante la fase aguda. Y en 
cuanto a la cardiomiopatía de takotsubo, llama la atención el espectacular aumento de la 
expresión de miR-721 y miR-155 en la sangre de los pacientes con este síndrome en 
comparación con los sujetos control. Estos resultados apuntan al posible papel de estos miRNAs 
en la patofisiología de la miocarditis y la cardiomiopatía dilatada, siendo susceptibles de ser 
estudiados como biomarcadores y/o dianas terapéuticas de estas enfermedades. De hecho, 
durante la realización de esta tesis doctoral se publicó un trabajo que demuestra que miR-155 es 
sobreexpresado durante la miocarditis viral aguda tanto en ratón como en humanos, 
contribuyendo a la inflamación adversa que tiene lugar en el corazón en respuesta a la infección 
viral y postulándose como una potencial diana terapéutica para la miocarditis viral (Corsten et 
al., 2012). Asimismo este mismo grupo había descrito anteriormente la asociación entre el daño 
miocárdico provocado por diversas enfermedades cardiovasculares y la alteración en los niveles 
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de expresión de miRNA-208b y miRNA-499 en el plasma sanguíneo de los pacientes (Corsten 
et al., 2010).  
 
 
 
Figura 33. Esquema que representa el papel de CD69 en el control de la respuesta pro-
inflamatoria TH17 mediante la regulación de miR-721 en el modelo murino de EAM y en 
pacientes con cardiomiopatías. En esta ilustración se hace referencia al papel de CD69 descrito 
en la bibliografía y observado en nuestros resultados experimentales. La inducción de la EAM se 
correlaciona con el aumento en la expresión de miR-721 tanto en el miocardio como en el suero de 
los ratones. Además, los ratones CD69KO, que presentan una mayor severidad de la enfermedad, 
muestran niveles de expresión de miR-721 significativamente superiores a los de los ratones WT. 
En los pacientes con cardiomiopatías, los niveles de expresión de miR-721 en plasma están muy 
aumentados respecto a los niveles normales de los individuos sanos, siendo mayores en los 
pacientes con miocarditis aguda que en los que se encuentran en la fase crónica de la enfermedad. 
Estos datos sugieren que CD69 podría controlar la respuesta pro-inflamatoria TH17 en la 
miocarditis mediante la regulación de miR-721.  
 
 
 
 
 
 
 
  
88 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CONCLUSIONES 
 
  
89 
 
• La expresión de CD69 es crítica tanto para la generación de las células nTreg en el timo 
como para la función supresora de las mismas, a través de la inducción de la secreción de 
IL-10.  
• CD69 regula diferencialmente la expresión de miR-721 en las células CD4+ naive, TH17 y 
Tregs. En animales deficientes en CD69 la expresión de miR-721 está inducida en CD4+ 
naive y TH17 e inhibida en Tregs.  
• La disminución de la expresión de AHR en las TH17 de animales CD69KO, a nivel de 
proteína pero no de mRNA, sugiere que miR-721 podría estar regulando la expresión de su 
potencial diana AHR en estas células mediante la inhibición de su traducción.  
• MiR-155 también tiene un papel en la respuesta inflamatoria de la miocarditis, pero ese rol 
no parece estar mediado por CD69. Los linfocitos T CD4+ naive, TH17 y Treg no muestran 
diferencias consistentes en sus niveles de expresión de miR-155 ni SOCS1 entre células WT 
y CD69KO. 
• La inducción de EAM se correlaciona con el aumento en la expresión de miR-721 y miR-
155 en el suero de ratones. Los ratones CD69KO, que presentan una mayor severidad de la 
enfermedad, presentan niveles de expresión de miR-721 en suero significativamente 
superiores a los de los ratones CD69WT, mientras que los niveles de miR-155 o de su diana 
SOCS-1 no están alterados entre los dos grupos. Estos datos sugieren que CD69 podría 
controlar la respuesta pro-inflamatoria TH17 en EAM mediante la regulación de miR-721.  
• En el modelo animal de EAM, la expresión de miR-721 también aumenta en el miocardio 
de los ratones durante la fase aguda, probablemente debido a la infiltración de células TH17. 
Aunque los niveles de AHR no varían significativamente en este tejido, se observa una 
tendencia a la baja de su expresión en corazón de ratones CD69KO con miocarditis, que 
correlaciona con la posible regulación de AHR por miR-721.  
• En los pacientes con miocartidis y cardiomiopatías dilatadas los porcentajes de linfocitos T 
CD4+, TH17 y Treg en sangre están alterados. Los pacientes con miocarditis aguda 
presentan un alto porcentaje de células T CD4+ totales y TH17 en sangre, mientras que 
prácticamente carecen de Treg totales y de memoria. En pacientes de cardiopatía dilatada 
los niveles de células T CD4+ y TH17 son normales, aunque tienen menos Treg totales y de 
memoria que los individuos sanos. 
• En la cardiomiopatía de takotsubo o miocarditis por estrés, únicamente encontramos una 
mayor proporción de células T CD4+, por lo que parece que se trata de una patología TH17-
independiente.  
• Los niveles de expresión de miR-155 y miR-721 en el plasma de los pacientes están muy 
aumentados respecto a los niveles normales de los individuos sanos, siendo especialmente 
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elevados en los pacientes con takotsubo, y mayores en los pacientes con miocarditis aguda 
que en los que se encuentran en la fase crónica de la enfermedad.  
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ANEXO II: Material suplementario  
Tabla S1. Análisis del microarray de miRNAs. Diferencia en los niveles de expresión de los 
miRNAs analizados en el microarray entre células CD69KO y WT CD4+ no polarizadas, linfocitos 
TH17 diferenciados in vitro estimulados de manera policlonal y linfocitos TH17 diferenciados in vitro 
estimulados de manera antígeno específica (up indica que la expresión es mayor en las células 
CD69KO que en las WT; down indica que la expresión es menor en las células CD69KO que en las 
WT).   
 
 
 
KO vs WT 
  CD4+ naive Th17 policlonal Th17 Ag-específica 
Nombre Diferencia  Regulación  Diferencia  Regulación  Diferencia  Regulación  
mmu-let-7a 1,000 down 1,000 down 1,517 up 
mmu-let-7b 1,026 down 1,583 down 1,581 up 
mmu-let-7c 1,056 up 1,354 down 1,582 up 
mmu-let-7d 1,049 up 1,114 up 1,057 up 
mmu-let-7f 1,388 up 1,348 down 1,483 up 
mmu-let-7g 1,244 up 1,087 down 1,193 up 
mmu-let-7i 1,355 up 1,092 up 1,255 up 
mmu-miR-103 1,125 down 2,961 up 1,345 up 
mmu-miR-106a 1,657 up         
mmu-miR-106b 1,229 up 1,839 up 1,133 up 
mmu-miR-107 1,205 down 1,593 up 1,333 up 
mmu-miR-1224 1,497 down 3,047 down 2,008 down 
mmu-miR-125a-3p     27,548 down 1,802 down 
mmu-miR-130b 1,098 down 3,630 up 1,280 up 
mmu-miR-132     25,000 up 1,337 up 
mmu-miR-134         24,223 down 
mmu-miR-139-5p     1,428 up     
mmu-miR-140 1,397 up         
mmu-miR-140* 1,396 down 2,114 up 1,328 up 
mmu-miR-142-3p 1,373 up 1,747 up 1,510 up 
mmu-miR-142-5p 1,284 down 1,645 up 1,565 up 
mmu-miR-146a 1,079 up 1,390 down 2,053 up 
mmu-miR-150 1,556 down 1,072 down 1,692 up 
mmu-miR-155 1,141 down 4,264 up 1,816 down 
mmu-miR-15a 1,707 up 1,115 down 1,900 up 
mmu-miR-15b 1,000 down 1,337 up 1,337 down 
mmu-miR-16 1,219 up 1,094 up 1,141 up 
mmu-miR-17 2,394 up         
mmu-miR-17* 1,415 up 7,463 up 2,794 up 
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mmu-miR-181a         1,781 up 
mmu-miR-181b         1,680 up 
mmu-miR-188-5p 1,421 down 4,516 down 2,373 down 
mmu-miR-18a 1,479 up     1,958 up 
mmu-miR-19a 1,226 up     1,468 up 
mmu-miR-19b 1,092 up 3,687 up 1,093 down 
mmu-miR-202-3p 1,188 down 1,030 down 2,098 up 
mmu-miR-206     48,371 down     
mmu-miR-20a 1,329 up 2,288 up 1,594 up 
mmu-miR-20b 1,565 up 2,735 up 1,559 up 
mmu-miR-21 1,752 up 1,497 up 1,497 down 
mmu-miR-210 8,767 up         
mmu-miR-212 2,237 up         
mmu-miR-22 1,608 down 1,436 up 1,156 up 
mmu-miR-223 7,765 down         
mmu-miR-23a 1,317 down 1,518 up 1,056 down 
mmu-miR-23b 1,075 down 2,956 up 1,514 down 
mmu-miR-24 1,126 up 2,908 up 1,178 down 
mmu-miR-25 1,300 up 1,240 up 1,081 up 
mmu-miR-26a 1,335 down 1,448 up 1,278 up 
mmu-miR-26b 1,133 down 1,288 up 1,805 up 
mmu-miR-27a 1,127 up 8,705 up 1,050 up 
mmu-miR-27b 2,762 up 4,419 up 1,263 up 
mmu-miR-294     3,936 down     
mmu-miR-296-5p         33,190 down 
mmu-miR-297c     4,130 down     
mmu-miR-29a 1,291 down 1,203 up 1,373 down 
mmu-miR-29b 1,129 up 2,091 up 1,186 up 
mmu-miR-29b* 1,122 down 3,555 up     
mmu-miR-29c 1,993 down 2,991 up 1,365 up 
mmu-miR-301a 5,072 up     5,641 up 
mmu-miR-302c*     2,023 down     
mmu-miR-30b 1,033 down 5,981 up 1,038 down 
mmu-miR-30c 1,000 down 2,170 up 1,119 up 
mmu-miR-30c-1*     1,232 down     
mmu-miR-30d 1,286 down 1,074 down 1,150 up 
mmu-miR-30e 1,000 down 3,276 up 1,935 up 
mmu-miR-342-3p 1,250 down 1,149 up 1,048 up 
mmu-miR-342-5p 1,369 up 1,049 up     
mmu-miR-345-5p 1,098 up 4,872 down 2,497 up 
mmu-miR-34a 1,630 down 1,599 up 4,022 up 
mmu-miR-361 1,645 down 3,064 up 1,188 up 
mmu-miR-363 2,248 up         
mmu-miR-378 1,095 up 9,862 up     
mmu-miR-423-5p 1,397 down 2,625 down 2,469 up 
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mmu-miR-425 1,248 down 15,929 up 1,689 up 
mmu-miR-466a-5p     15,680 down     
mmu-miR-466b-5p     8,934 down     
mmu-miR-466c-5p 1,000 down 1,477 down 60,215 down 
mmu-miR-466f-5p     5,587 down 1,067 up 
mmu-miR-466h 1,615 up 2,772 down 22,935 down 
mmu-miR-467b 1,413 down         
mmu-miR-467c 1,295 up 3,769 down 6,393 down 
mmu-miR-467e     22,519 down     
mmu-miR-468 1,175 up 1,801 down 57,242 down 
mmu-miR-483         130,451 down 
mmu-miR-494 1,184 down 1,237 up 1,231 up 
mmu-miR-500 1,320 up 1,269 down 48,963 down 
mmu-miR-539     34,475 down     
mmu-miR-574-5p 1,149 up 2,004 down 2,775 down 
mmu-miR-652 1,116 down 1,319 up 1,075 down 
mmu-miR-669a 1,038 up 1,500 down 3,319 down 
mmu-miR-669b 1,803 up 3,107 down 40,011 down 
mmu-miR-669c 1,026 up 1,533 down 3,554 down 
mmu-miR-670     38,366 down     
mmu-miR-671-5p     3,910 down 18,883 down 
mmu-miR-672 1,033 up 2,793 down 26,521 down 
mmu-miR-680     61,438 down 3,480 down 
mmu-miR-685 5,356 down 3,013 down 1,645 up 
mmu-miR-689 1,594 down 3,812 down 4,010 down 
mmu-miR-690 1,331 down 1,725 down 1,136 up 
mmu-miR-705     6,640 down 9,047 down 
mmu-miR-706     3,690 down 15,096 down 
mmu-miR-709 1,852 down 1,178 down 1,989 up 
mmu-miR-711     5,126 down 1,067 up 
mmu-miR-714 1,130 up 1,596 down 4,074 down 
mmu-miR-715         4,189 down 
mmu-miR-720 1,000 down 1,532 up 2,293 up 
mmu-miR-721         189,673 down 
mmu-miR-7a 2,005 up 3,031 up     
mmu-miR-801 6,156 down 1,447 down 1,000 down 
mmu-miR-92a 1,171 down 1,142 down 1,135 down 
mmu-miR-93 1,240 up 6,963 up 1,596 up 
mmu-miR-98 3,351 up         
 
 
